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Introd"ucción 

La utilidad de los métodos analíticos tiene una gran trascendencia, en la industria, investigación, salud o en 
cualquier otra área. La importancia de tener calidad en los métodos analíticos radica en que los resultados 
que ellos proporcionen, se tomaran decisiones para aprobar o resolver problemas químicos. 

La validación de un método analítico nos asegura la calidad de la misma, ademós con los parámetros de 
val idación nos brinda información sobre la adecuabilidad , eficiencia y variabilidad, siendo la robustez una 
medida de la variabilidad del método analítico. Para esto se entiende que la robustez es: "el estudio 
experimental de la influencia de cambios en las condiciones de operación del método analítico , llamados 
factores a los cambios, sobre las medidas a evaluar". Las pruebas de robustez ident if ican los factores en el 
método que son transcendentales en la respuesta y anticipar los problemas que puedan ocurrir durante la 
aplicación del método o para la optimización de la técnica, recientemente se ha incrementado la ejecución 
de estas pruebas en la industr ia farmacéutica. 

Las categorías del diseño del estudio de la robustez involucran cinco pasos: 

1. Selección de los factores. 
2. Selección de los niveles de los factores. 
3. Selección del diseño experimental. 
4 . Realización de los exper imentos. 
5. Análisis estadístico de las respuestas e interpretación. 

El estudio de la robustez se realizara para la técnica analítica para cuantif icar furazol idona (principio 
activo de una forma farmacéut ica), como estudio central del estudio de robustez, así mismo anexando el 
estudio de robustez del nipagín y nipasol (conservadores de la forma farmacéutica) por HPLC, con respecto 
a los parámetros de operación de la técnica analítica, se determinara el estudio de los siguientes factores 
con dos niveles: 

Diseño factorial 2"4 
Factores Nivel alto Nivel bajo 

Polaridad de la fase móvil 85% fase acuosa 65% fase acuosa 
pH de la fase móvil 5 2.5 

Longitud de la columna 15 cm 5cm 
Tamaño de partfcula 5pm 3.5pm 

Mediante el empleo del diseño factorial r4 se realizara el estudio de estos factores sobre las respuestas 
como son: coeficiente determinación del área, resoluc ión, factor de capacidad , número de platos teóricos, 
s imetría y tiempo de la corrida. Ya que se determinará que factor puro o interacción de factores inf luyen 
signif icativamente sobre las respuest as , así mismo se determinaran las ecuaciones de regresión que 
relaciona a los factores con la respuesta, dentro del rango de estudio de los factores , mediante estos 
anál isis y otros mós se podrá indicar la influencia de los factores sobre la respuesta. 
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OBJETIVO 

Evaluación de la robustez 
de un método analítico 

para cuantificar 
furazolidona por C.L.A.R., 

mediante el empleo del 
diseño de experimentos. 

-3-

06jetivo 



flnteceáentes 

Capitulo II 

Antecedentes 

4 -



Antecedentes 

2 .1 La cromatografía . 

La separación de mezclas en sus respectivos componentes es importante en todas las ' ramas de la química, 
el tener una técnica analítica versátil que nos permite resolver un gran número de problemas tiene consigo 
el desarrollo de otras áreas de la ciencia, Aunque la mayoría de los químicos comprendemos el concepto de 
este termino, es comp licado tener una definición para la cromatografía, la definición de Keulemans dice: 3 

La cromatografía es un método físico de separación, en el cual los componentes que se van a separar se 
distribuyen entre dos fases; una de estas fases constituye una capa estacionaria de gran área superficial , 
la otra es un flu ido que eluye a través o a lo largo de la fase estacionaria.! 

2 .1.1 Clasificación de los métodos cromatográficos . 

La característica que distingue a la cromatografía de la mayoría de los métodos físicos y químicos de 
separación. es que se ponen en contacto dos fases , una es la fase móvil y otra es la fase estacionaria. La 
muestra que se introduce será transportada a través de la fase estacionaria, de tal manera que el escoger 
adecuadas fases permite la separación de los componentes que emergen en orden creciente de interacción 
con la fase estacionaria. La fase estacionaria puede ser un sól ida o un líquido y la fase nióvil puede ser un 
líquido o un gas de este modo se puede decir que: 2 

CromatoQrafía 

Cromatografía de gases 

I 
Gas-líquido Gas-Sólido Líquido-Líquido Líquido-sólido 

2.1.2 Camportamientos de retención . 

Cromatograf ía de líquidos 
I 

I 

Intercambio iónico Ex.:!usión Af inidad 

Los comportamientos de retención reflejan la distribución del so luto entre la fase móvil y la fase 
estacionaria. El volumen de fase móvil necesario para transportar la banda de so luto desde el punto de 
inyección, a través de la columna , hasta el detector se define como volumen de retención, Vr. Se puede 
obtener directamente del cromatógrama multiplicando el tiempo de retención correspondiente, Tr por el 
gasto o flujo volumétr ico Fe, expresado como el volumen de fase móvil por unidad de tiempo:2 
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JI nteceáentes 

El gasto , en términos de los parámetros de la columna , está dado por: 

Jrd 2 e L 

4 

En donde de es el calibre de la columna, L corresponde a la longitud de la misma, E,o' es la porosidad total 
del relleno de la columna y Veol es el volumen del lecho de esta ultima y Tm representa el tiempo muerto. La 
velocidad lineal promedio, u, de la fase móvi l. 

L 

Se mide con el tiempo de tránsito de un soluto no retenido, Tm. en cromatografía interactivo ningún 
material puede eluir antes de este t iempo. Cuando se convierte a volumen, Vm representa lo que se conoce 
como espacio muerto, volumen de retraso de la columna, el volumen, V: , o el tiempo, T: , están dados por: 2 

V,'= V, - V., O bien, T,'= T, -Tm 

2 .1. 3 Coeficiente de r-epartición 

Cuando un so luto entra al sistema cromatográfico inmediatamente se reparte o distribuye entre la fase 
móvil y la estac i or.~ rici. Si la fase móvil se para en cualquier momento, el so luto establece un equilibrio de 
distribución entre las dos fases. La concentración en cada fase está dada por el coeficiente termodinámico 
de. reporti c:ión, en donde Cs y Cm son las concentraciones de so luto en la fase estacionaria y móvil , 

. respect ivamente. 

2 .1. 4 Factor- de capacidad 

La razón de reparto , K' , es la cantidad más importante en cromatografía en columna. Relaciona el equilibrio 
de distribución de la muestra dentro de la columna con las propiedades termodinámicas de la columna y con 
la temperatura, se def ine como el cociente de los moles de un soluto en la fase estacionaria entre los moles 
en la fase móvil : . 



jI ntecedentes 

La razón volumétrica de fases , Vm/V, se denota usualmente por p. Así, K' =K/p. Dicho de otra forma el 
factor de capacidad es el tiempo adicional que una banda de soluto requiere para eluir , en comparación con 
un soluto no retenido , la relación establece explícitamente cuántos volúmenes muertos se requiere para 
alcanzar Vr. 2 

o bien , T, = Tm (1 + K ') 

2 ,1. 5 Selectividad 

La select ividad a de una columna es una medida de la separación relativa de los picos de los component es 
analizados, por ejemplo de dos solutos , donde el soluto 1 eluye antes del so luto 2, y depende de la 
naturaleza de las fases estacionaria y móvil , así como de la temperatura de operación de la columna, y se 
def ine por: 2 

a= ~'2 = ~2 V r2 T r2 
K ' I KI V r l T r i 

2 ,1 ,6 Altura del plato y número de platos 

El número de platos teóricos N de una columna es una medida del número de equilibrios que presenta el 
so lut o dentro de la Columna, estableciéndose el equilibrio entre la fose móvil y la estacionaria , y se define 
por: 2 

_ L _(T'r)2 N - - - --
H (j 

En donde L es la long itud de la columna , H es la altura del plato, Tr' es el t iempo ajustado para la ecuación 
de l centro de la banda y cr es la var iancia de la banda en unidades de tiempo. El ancho en la base del pico , 
Wb , son igual a cuatro veces la desviaciones estándar suponiendo una distr ibución gaussiana idea l. Así 

reordenando tenemos que: 

N = 1 j T~)2 o bien , N = s,si ~)2 
1Wb ~W1 / 2 
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)t nteceáentes 

Abs 

tiempo 

figura 2 .1 Se muestra un eromatógroma, en donde L corresponde a la longitud del pico, Tr corresponde al 
t iempo de retención y W el ancho de banda en la base y a media banda. 

La altura del plato H, es la distancia que el soluto se mueve mientras se lleva a cabo un reparto , la altura es 
una buena forma de expresar la eficiencia de la columna en unidades de longitud, s in especificar la longitud 
de la columna. 2 

2.1 .7 Asimetría de la banda 

H = L 
N 

El factor de asimetría del pico (AF, de asymetry factor) se define como la razón de las mitades del ancho 
del pico a una altura dada. Conforme se mida más abajo la asimetría del pico AF es mayor , debido al ruido 
del detector , un compromiso aceptable es medir AF en 1070 de la altura del 
pico. 2 

Abs F=NB 

figura 2 .2 Se muestra un pico eromatogrófieo. en donde A y B representa el ancho de banda a una altura dellO'Y •. 

2. 1 .8 Resolución 

El grado de separación o resolución de las bandas adyacentes se define como la distancia entre los picos de 
las bandas dividida entre el ancho promedio de las bandas. 



.-
ji. nteceáentes 

Abs 

tiempo 

f igura 2.3 Se muestra los parámetros para la obtenci6n de la resoluci6n, en donde W representa el ancho de banda , 
mientras que Tr representa el tiempo de retenci6n. 

Cualquier criter io para la reso lución sería de algún modo arbitrario. Para una exactitud razonable los 
máximos de los picos deben estar separados al menos 40. Si es así, entonces Rs=1.0, que corresponde 
aproximadamente a un 3% de sobre posición de las áreas de los picos. Un valor de Rs=1.5 (para 60) 
representa esencialmente una resolución completa, con sólo O.Z'}'o de sobre posición de las áreas de los 
picos. 2 

2.1.9 Cromatografía de líquidos. 

Cerca del 80% de todos los compuestos químicos no son lo suficientemente volát iles para la cromatografía 
de gases, es por eso que la cromatografía de líquidos es potencialmente más importante. Ya que en esta los 
solutos pueden interaccionar fuertemente con la fase móvil líquida y además la interacción de ésta con la 
fase estacionaria puede tener un efecto muy pronunciado en la retención , al manipular la fase móvil se 
obtiene una forma para controlar la retención, lo cual no puede lograr en cromatografía de gases. 2 

2 . 1 . 10 Cromatografía de adsorción . 

Si la muestra es soluble en disolventes no polares o moderadamente polares, entonces la cromatografía de 
absorc ión es una buena opción. El mecanismo de la cromatografía de absorción involucra la interacción 
ent re la molécula y la fase estacionaria, el mecanismo principal en cromatografía de absorción es lo 
interacción de los grupos hidroxilo del sílice con el grupo funcional polar de una molécula de soluto o del 
disolvente. Los grupos s ilanol (Si-OH) ligeramente ácidos del gel de síl ice se encuentra en la superfi cie y se 
extiende por ella en los canales internos de la estructura del poro. 3 
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2.1 .11 Cromatografía con fase enlazada. 

Los empaques de columna utilizados más ampliamente para cromatografía de reparto líquido-líquido, son 
aquellos con fases estacionarias orgánicas enlazadas. Los soportes incluyen geles de sílice de poros 
grandes , cuencas con lechos porosos y micropartículas, el enlace de tipo siloxano (Si-O-Si-C) se ha 
convertido en el estándar de las fases enlazadas comerciales , este tipo es estable a la hidrólisis en un 
intercambio de pH de 2.0 a 8.5. Variando la naturaleza de la porción orgánica del silano enlazado, la 
superficie del soporte con fase enlazada puede variarse desde una hidrofóbica, que consiste en una capa 
hidrocarbonácea, hasta una con diversos grupos funcionales colocados en el extremo de afuera de la parte 
de hidrocarburo. 2 

2 . 1. 12 Cromatografía de fase inversa . 

La cromatografía de fase inversa utiliza un empaque enlazado hidrófobico, usualmente con un grupo 
funcional octadilo (C-18) u uctilo (C-8) y una fase móvil polar , frecuentemente una fase móvil parcial o 
totalmente acuoso. Conforme aumenta el carácter hidrófobico de los solutos , la retención aumenta. Los 
hidrocarburos son retenidos más fuertemente que los alcoholes. El metanol y el acetronitrilo son 
disolventes populares porque tienen baja viscosidad y son fáciles de conseguir. En cromatografía de fase 
inversa se generan con una disminución continua en la polaridad del eluyente durante la separación y 
aumentando gradualmente el contenido de disolvente orgánico. El orden de elusión comparándolo con la 
cromatografía de adsorción es inversa, de ahí el nombre de cromatografía de fase inversa. 2 

2. 1. 13 Cromatografía de pares de iones. 

La cromatografía de pares de iones, que puede considerarse un subconjunto de la cromatografía de fase 
inversa, puede tratar con especies ionizadas o ionizables en las columnas de fase inversa, en este tipo de 
cromatografía se añade a la fase móvil un reactivo de par iónico (un contraión orgánico grande) en una 
concentración baja (normalmente 0.005 M). El reactivo cíe par iónico se encuentra ionizado por sí mismo. 
Un ion del reactivo se retiene en la fase estacionaria , normalmente neutra , proporcionándole su carga, esta 
fase estacionaria cargada por ei cuni"a iUII pu"J" ""'U'IC.':':; r t:.tener y separar solutos de iones orgánicos de 
carga opuesta, formando complejos de par iónico reversibles con la muestra ionizada , como se presenta en 
el equilibr io siguiente: 

RCOO' + ~N' ..,,<=---):¿ [~N' , 'OORCj par iónico 

Aquí se ha supuesto que el ion del so luto sea un anión carboxilato y que el contraión es un ion amonio 
cuaternario , RN4'. Así , con un contraión adecuado, los compuestos iónicos o ionizables pueden convertirse 
en compuestos eléctricamente neutros que pueden repartirse entre las fases móviles y estacionaria no 
polar. La fase estacionaria no habrá perdido nada de su habilidad para retener y separar sustancias 
orgánicas no ionizadas. 2 
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2.1.14 Cromatografía de intercambio iónico. 

La cromatografía de intercambio iónico se lleva a cabo con empaques de columna que tienen grupos 
funcionales cargados unidos a una matriz polimérica. Los grupos funcionales son grupos enlazados 
permanentemente y asociados con contraiones de carga opuesta. Existen empaques de intercambio iónico 
tienen grupos cargados negativamente y se utilizan para el intercambio con especies catiónicas. Otros 
diseños para intercambiar especies aniónicas, están provistos de grupos cargados positivamente. Los 
grupos funcionales utilizados comúnmente son los de tipo sulfonato para intercambio catiónico y los de tipo 
de amina cuaternaria para el intercambio aniónico. Los intercambiadores sulfonato son fuertemente ácidos 
y tienen las propiedades de los ácidos fuertes cuando está la forma protónada, los intercambiadores de 
amonio cuaternario son fuertemente básicos y en su forma OH presentan las propiedades de una base 
fuerte, así sus propiedades de intercambio son independientes del pH de la fase móvil. 2 

2. 1.15 Cromatografía de exclusión 

La cromatografía de exclusión, también llamada cromatografía de permeación en gel , es un modo de 
separación no int eractivo. Es esencialmente un laberinto para las moléculas, las partículas del empaque de 
la columna tienen varios tamaños y estructuras de poro , de forma que las moléculas son retenidas o 
excluidas con base en su volumen molecular hidrodinámico; esto es, su tamaño y forma. Conforme la 
muestra pasa por la columna las moléculas del soluto se ordenan. La cromatografía de exclusión requiere de 
sólo un disolvente en el que se disuelve y cromatografía la muestra. Puede haber problemas provocado's por 
las viscosidades grandes que presentan las muestras de alto peso molecular. Si la diferencia en la 
viscosidad entre una muestra inyectada y la fase móvil es muy grande, puede producirse la distorsión del 
pico y anomalías en los tiempos de elusión. 2 

2 . 1 . 16 Cromatografía de afinidad. 

El esquema general de la cromatografía de afinidad involucra la unión covalente de un compuesto químico 
inmovilizado (llamado ligando de afinidad) a un soporte sólido. Cuando a través de ja columna pasa una 
muestra , sólo se retiene aquellos solutos que selectivamente se unen al ligante complementario , los otros 
'componentes de la muestra eluyen sin retención. Las separaciones explotan la unión de 'cerradura y llave" 
que se presenta en los sistemas biológicos. Los solutos retenidos pueden eluirse de la columna cambiando 
las condiciones de la fase móvil. La ventaja de esta técnica es su tremenda especificidad , que permite el 
aislamiento rápido con una recuperación buena en un solo paso. 3 

2 . 1 .17 Definición de C.L.A.R. 

Técnica que realiza la separación física de una mezcla de compuestos a través de la interacción selectiva 
entre los solutos, una fase estacionaria y una fase móvil, haciendo uso de instrumentación automatizada de 
alta eficiencia. 4 
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2.1 . 18 Instrumentación. 

Muchas compañías venden instrumentos completos para la CLAR; algunos arman sus propios aparatos, en 
particular cuando t ienen necesidades especiales, partiendo de una mezcla de los componentes comerciales 
con otros fabricantes o en sus propios talleres. Los precios varían mucho, según factores como la presión 
que proporciona la bomba, si tiene capacidad isocrática o si se pueden programar gradientes de solvente, el 
t ipo y la calidad del detector y la capacidad de computarizar el análisis. Existen muchos aspectos teóricos 
de los instrumentos que no podemos cubrir en detalle en nuestra breve explicación, a cont inuación se 
muestra un diagrama de bloque que muestra los componentes de un instrumento para HPLC. 3 

Recipiente 
disolventes 

Desgasificador 

Bomba 

Inyector 

Columna 

Espacio térmico ---H 

Detector 

f igura 2 .4 Cromatógl'ofo de líquidos Hewlett PClCkard 1100 

2 .2 Validación de métodos analíticos . 

La val idación de un método analít ico es el proceso por el cual se obtiene evidencia documentada por 
estudios de laboratorio de que las características del comportamiento del método, satisfacen los 
requerimientos para las aplicaciones analíticas deseadas. 5 
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De acuerdo a la USP los requisitos que debe cumplir la validación de un método analítico farmacopeico son: 
precisión, exactitud, límite de detección, límite de cuantificación, especificidad, intervalo, linealidad y 
robustez. La información que se requiere para la validación de un método analítico depende de la aplicación 
deseada y sobre la base de ésta los procedimientos de ensayo se han clasificado en las categorías 
siguientes: 5 

Categoría I : Los métodos analíticos para la cuantificación de los principales componentes del 
fármaco o de los principios activos en productos farmacéuticos terminados. 
Categoría II: Los métodos analíticos para la determinación de impurezas en fármacos o productos 
de degradación en el producto farmacéutico , incluyendo ensayos cuantitativos y pruebas de límites. 
Categoría III: Los métodos analíticos para la determinación de las características del 
comportamiento del producto, como por ejemplo pruebas de disolución, liberación de fármacos, etc. 
Categoría IV: Pruebas de identificación 

Al tener estas tres categorías, por consiguiente los parámetros de validación serán distintos entre las 
categorías, en la siguiente tabla se indican los parámetros que le corresponde a cada categoría.5 

Validación de métodos analfticos 

Categoría Categoría IX cQtegoría Categoría 
Parámetros 

I Cuantitatill't1 Límite III IV 

Precisión sí sí No sí No 

Exactitud sí sí Depende prueba Depende prueba No 

Límite Detección no no sí Depende prueba No 

Límite Cuantificación no sí no Depende prueba No 

Especificidad sí sí sí Depende prueba Sí 

Intervalo sí sí Depende prueba Depende prueba No 

Linealidad sí sí no Depende prueba No 

Robustez sí sí sí sí no 

Tabla 2.1 Se rnuestN las diferentes categorías y los parámetros que deben cuonpIir dicha categoría. 
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2 .2.1 Clasificación de los parámetros de validación. 

De acuerdo a Hokanson los parámetros de validación se pueden dividir en tres clases, estas basándose en 
las características que evalúon el comportamiento del métod0 6 

1. Parámetros que evalúon la adecuabilidad del método ' analítico y estos corresponden a los 
parámetros de especificidad , linealidad, límites de detección y límite de cuantificación. 

2. Parámetr'os que evalúan la efectividad del método analítico y estos corresponden al parámetro de 
exactitud. 

3. Parámetros que involucran aspectos relQcionados al método analítico, al proceso de preparación de 
la muestra y al analista, siendo los parámetros de precisión y robustez. 6,7 

a) analito en la muestra, dentro de un intervalo de concentración establecido.7 

2.2 .2 Linealidad 

Es la capacidad del método para asegurar que los resultados analíticos obtenidos directamente o bien 
mediante una transformación matemática bien definida, sean proporcionales a la concentración de la 
sustancia de interés dentro de un intervalo de concentraciones establecido, cabe señalar que el proceso de 
validación del método se debe determinar la lineal idad del sistema y del método analítico. 5 

b) Linealidad del sistema: La determinación de la linealidad del sistema tiene como objetivo 
demostrar que el método analítico, origina una respuesta lineal de la sustancia de interés 
dentro de un intervalo de concentración, cuyo punto intermedio se encuentra al 100')'0 de la 
cantidad a cuantificar por el método de análisis.8 

c) Linealidad del método: Los estudios de linealidad demuestran la capacidad del método para 
proporcionar resultados directamente proporcionales a la concentración del analito en la 
muestra, dentro de un intervalo de concenTración esTablecido.7 

2 .2 .3 Exactitud 

La exactitud es la concordancia absoluta entre el contenido del anal ito obtenido al aplicar el método a la 
muestra y el valor verdadero del contenido del analito en la muestra, Generalmente se expresa como el por 
ciento de recobro obtenido del análisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de 
la sustancia de interés, 9 
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2.2.4 Precisión 

La precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre resultados individuales obtenidos 
cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea, 
usualmente se expresa en términos de desviación estándar o desviación estándar relativa. La precisión es 
una medida del grado de repetibil idad y/o reproducibilidad del método analítico bajo las condiciones de 
operación establecidas. 5 

a) Repetibilidad: Es la precisión de un método analítico expresada como concordancia obtenida entre 
determinaciones independientes, realizadas bajo las mismas condiciones de operación. 

b) Reproducibilidad: Es la precisión de un método analítico expresada como concordancia obtenida 
entre determinaciones independientes, realizadas bajo condiciones diferentes de operación. 8 

2 .2 .5 Límite de detección . 

Es la mínima concentración de la sustancia de interés presente en una muestra, que puede ser detectada 
pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operación establecidas. Un est imado del límite 
de detección es determinado como la respuesta igual a dos veces el nivel de ruido del sistema 
cromatográfico, generalmente se expresa como un valor umbral de ru ido en unidades de concentración. 5,11 

2 .2 .6 Límite de cuantificación. 

Es la concentración más baja de la sustancia de interés que puede ser determinada con precisión y 
exactitud aceptables bajo las condiciones de operación establecidas. Un estimado del límite de 
cuantificación es determinado como cinco veces el límite de detección o como la respuesta igual a diez 
veces el nivel de ruido del sistema cromatográfico. 5. 10 

2.2.7 especificidad 

Es la capacidad del método analítico para cuantificar exacta y específ icamente a la sustancia de interés, en 
pr esencia de los componentes que puedan estar presentes en la matriz de la muestra. 

La demostración de especificidad muestra su máxima aplicación cuando la técnica propuesta se emplea para 
dete rminar el compuesto en estudio de estabilidad. Generalmente se expresa como la interferencia 
obtenida entr e el análisis de muestras adicionadas de productos de degradación, sustancias relacionadas o 
ingredientes del placebo y el análisis de muestras sin adición de impurezas. La especificidad es una medida 
del grado de interferencia. 5,8 
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2.3 La Robustez . 

La robustez de un método analít ico puede descr ibirse como la habilidad de reproducir este método bajo 
variaciones normales de trabajo , y que los cambios efectuados no afecten drásticamente a la respuesta 
esperada. por ejemplo, el t ener cambios pronunciados en la respuest a puede tener como consecuencia que 
se tomen decisiones erróneas sobre la aprobación de un lote en la industria, o aun peor sobre el aspecto 
clínico de un paciente, como se sabe la prueba de robustez es una parte de la validación de un método 
analítico, recientemente se ha incrementado su importancia part icularmente en la industria farmacéutica , 
sin embargo las pruebas de robustez no son desarrolladas debido a la complejidad, ya que se ha observado 
que var ios laboratorios t ienen problemas en su creación, estructuración experimental y la elucidación de 
los resultados. IZ . 13. 18 

2.3 .1 Definición de Robustez . 

Existen dos def iniciones de robustez. la primera es una definición frecuentemente utilizada en la 
literatura química y es: 

La prueba de robustez (robustness) es el estudio experimental de la influencia de cambios en las 
condiciones de operación del método analítico, llamados factores a los cambios, sobre las medidas o las 
respuestas a evaluar. Los cambios introducidos manifiestan las posibles variaciones que se pueden dar con 
el método, cuando este es transferido a diferentes laboratorios, diferentes experimentadores, diferentes 
Instrumentos. IZ,13 . 

Los factores que se pueden examinar de acuerdo a esta definición están principalmente relacionados con el 
método y examinados con la ejecución de un diseño experimental. La segunda definición es menos 
frecuente en la literatura y es: 

La robustez (rogeddness o to lerancia) de un método anal ítico es el grado de reproducibilidad de los 
resultados obtenidos durante la prueba por el análisis químico de la muestra problema, bajo variaciones de' 
condiciones normales de prueba (no-procedimiento), tales pueden ser: diferentes ¡aboratorios, diferentes 
analistas, diferentes instrumentos, diferentes lotes, diferentes reactivos, diferentes tiempos de ensayo, 
diferentes temperat ura de ensayo , diferentes días , etc. La robust ez es una medida de reproducibilidad de 
los resultados de la prueba, sometida a cambios inesperados durante la ejecución del mét odo, que se 
presentan en la transferencia de l método anal ít ico. Los factores principalmente analiz~dos en este 
concepto, no están relacionados con los factores de operación del método anal ítico y var ios de estos 
factores necesitan ser anal izados por un diseño experimental. La principal diferencia entre ambas 
defin iciones es que en la segunda, el procedimiento es ejecutado de acuerdo a la descripción de operación 
del método analít ico, pero ejecutados en diferentes días, diferentes analistas, diferentes reactivos, 
diferentes lotes, etcétera, mientras que la primera definición de robustez es ejecutada bajo variación de 
factores relacionados con el procedimiento, mientras que los factores relacionados con el no­
procedimiento se mantienen constantes.IZ.13. 14 
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Las categorías del diseño de la robustez involucran cinco pasos: 

1. Selección de los factores. 
2. Selección de los niveles de los factores. 
3. Selección del diseño experimental. 
4 . Realización de los experimentos. 
5. Análisis estadístico de las respuestas e interpretación. 

2.3 .2 La ventaja de las pruebas de robustez 

Las pruebas de robustez identifican los factores en el método que son trascendentales en la respuesta y 
anticipa los problemas que pueden ocurrir durante la aplicación del método en diferentes instrumentos, 
diferentes reactivos, etc. La realización de este parómetro de la validación da a conocer aspectos de la 
precisión y reproducibilidad al ser ejecutado , así como la evaluación de los posibles cambios que se dan al 
transferirse a otros laboratorios, indicando los rangos de los factores en donde se puede apreciar cambios 
significativos de la respuesta. Hoy en día es recomendado que la evaluación de la robustez se ejecute 
durante el desarrollo del método, ya que al tener posibles problemas con el método, este se puede 
optimizar antes de iniciar de pleno con la validación, usualmente tiene como consecuencia que se utilicé 
mayor consumo de tiempo durante el proceso de validación, pero también aportara un método más 
confiable. 12.14 

2 .3.3 Selección de los factores . 

La selección de los factores del método analítico es un aspecto importante en el diseño de la robustez, ya 
que para una adecuada distinción de factores a f.valuar , el químico debe conocer adecuadamente la técnica 
analítica, así como el tener referencia bibliográfica del método a evaluar, sin olvidar que el criterio del 
químico forma un factor clave. La selección correcta de los factores tiene como consecuencia un análisis 
más profundo de la técnica, en contraparte el químico puede desperdiciar tiempo valioso e inclusive 
obtener resultados que lo confundan. 12. 13 

El seleccionar un gran número de factores, requiere un largo diseño experimental y un consumo alto de 
tiempo y por consiguiente un alto costo del desarrollo, cabe señalar que el anal izar un gran número de 
factores no es sinónimo de un adecuado diseño de robustez, la clave esta en seleccionar los factores claves 
para el diseño experimental. 12. 13 

Los factores a examinar son principalmente seleccionados del procedimiento estándar de operación, y la 
cantidad dependeró de la aplicación del método, es decir; el método se utilizara internamente, se ejecutara 
en diferentes sitios, estudios de colaboración o para método oficial, en este orden de aplicaciones, se 
requiere un mayor número de factores. El número de factores límite recomendado es de ocho, esto por 
razones prácticas y principalmente por consideraciones de tiempo. 12. 13 
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2.3.4 Selección de los factores en CLAR. 

Las diferentes técnicas analíticas presentan desiguales principios de operación, por consiguiente 
. diferentes factores, así que dentro de una técnica analítica se pueden encontrar una gran variedad de 

factores , por ejemplo en la técnica analítica HPLC se pueden obtener hasta 50 factores, de los cuales solo 
algunos son trascendentales en el diseño de la robustez. 15 

El tiempo necesario para el desarrollo experimental de las pruebas de robustez en HPLC, puede tener 
complicaciones, no solo por el tiempo de corrida de la muestra en el cromatógrafo, ya que también es 
necesario el tener un t iempo de equilibrio del sistema, después de un cambio en la temperatura, 
composición de los disolventes, agregando el tiempo para las inyecciones replica. Los principales factores 
que se analizan para las técnicas analíticas de HPLC, son: Composición de la fase móvil , pH de la fase móvil, 
concentración de electrolitos, edad de la columna, flujo , temperatura de la columna y tamaño de 
partícula.IZ

.
13 A continuación se muestran tablas con los factores a seleccionar en una técnica analítica de 

HPLC. 15 

Factores a seleccionar para HPLC 
Factores de tratamiento de muestra Factores medición química 
1. Peso de la muestra. 1. El pH de la fase móvil. 
2. Concentración de le solución. 2. El pH del buffer. 
3. Tiempo de agitación. 3. La fuerza iónica de la fase móvil. 
4. Tiempo de sonicación. 4 . Concentración del modificador. 
5. Temperatura de le muestra. 5. Temperatura de la columna. 
6. Volumen de extracción. 6. Volumen de inyección. 
7. Tiempo de extracción. 7 . Carga de carbono de la columna. 
8. Tiempo de centrifugación. 8. Diámetro interno de la columna. 
9. Velocidad de centrifugación. 9. Flujo. 
10. Concentración del estándar. 10 Longitud de la columna. 
11. Relacionados a la derivatización. 11. Uso de la columna. 
12. El pH de la solución. 12. Tamaño de partícula. 
13. proceso de levado. 13. Polaridad de la fase móvil. 
14. factor de dilución. 14. Polaridad de la fase estacionaria. 
15. Proceso de filtración. 15. Relacionados al detector. 

Tabla Z.Z Se muestra los factores más comunes del tratamiento de muestra y medición química . 
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2.3 .5 Selección de niveles para los factores 

Las variaciones que se le suministran al factor determinaran las posibles diferencias que se encuentre 
entre los distintos laboratorios , analistas o instrumentos, así mismo variaciones adecuadas cuando se busca 
una optimización del método analítico. El número de niveles a examinar comúnmente son dos o tres, estos 
son un valor normal de procedimiento y dos valores extremos, siendo un bajo y el otro alto, esto en el caso 
de tres factores , mientras que para dos niveles solo aplica los valores extremos.12.13 

La selección del valor del nivel no se establece en donde no es necesario, por consiguiente se establece en 
donde se tenga un cambio lógico, por ejemplo si consideramos que el tiempo de una reacción es de 30 
minutos, al ejecutar la reacción por un ana lis ta normalmente no aplicara un tiempo menor a 30 minutos, por 
consecuente el cambio más lógico es la prolongación del tiempo de reacción, ya que si consideramos que el 
analista se encuentra ocupado en él termino de la reacción, puede considerar que el prolongar la reacción no 
la afectara, así que decide detenerla al terminar lo que esta realizando. 12 

Los niveles y los factores proporcionaran información sobre la reproducibilidad así como una gran 
información adicional, como por ejemplo para la optimización del método, en adición la selección se debe 
realizar en forma practica, por ejemplo en un procedimiento de operación se tiene concentraciones de 
Na2HPO~ y NaH2P04. Si definimos dos factores con respecto a las dos concentraciones, se tiene un 
problema práctico , pero si combinamos esos dos factores y describimos uno nuevo como el pH o la fuerza 
iónica, el dar esta solución es más conveniente para el análisis de resultados y dentro del procedimiento de 
operación.12. 15 

2.3.6 Selección del diseño experimental 

La influencia de los factores es examinada en un diseño de experimentos, la selección esta en función del 
número de factores a investigar así como del tiempo disponible para la ejecución del diseño de 
experimentos, la aplicac ión del diseño permite ejecutar el análisis de un gran número de factores , teniendo 
un relativo número pequeño de experimentos, así como la necesidad de realizar un análisis estadístico. 12. 13 

El diseño "diseño factor ial" es empleado para un análisis total del diseño, por consiguiente se requiere un 
número grande de experimentos, en el "Diseño factor ial" el número de experimentos se calcula N=I ', en 
donde n corresponde al número de factores y I al número de niveles. En lü que concierne al diseño 
"Factorial fraccionado " se considera como una fracción del diseño "Diseño factorial" , este diseño consiste 
en tres fracciones: high-order , secon~-order y third-order. 

La selección de la apropiada fracción depende del número de factores , el número de niveles y el número de 
experimentos a realizar aSí como del periodo de tiempo para ejecutar el diseño , pero cabe señalar que el 
realizar un experimento menos, puede tener como consecuencia que los factores no se investigue 
correctamente y por lo tanto se confunda la interpretación. 
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El diseño 'Plackett and Burman", este es propuesto para las pruebas de robustez de métodos oficiales, en 
este diseño el número de experimentos requeridos es igual al número de factores n + 1 Y multiplicado por 
cuatro para un diseño de 2 niveles, en adición se puede recurrir a la ayuda de software para la realización 
del diseño experimental , en el mercado existe una gran variedad de programas de computo, ya que 
mencionare los comúnmente utilizados por los analistas para ejecutar el diseño, estos son: 12, 13 

Matlab 4.0 
Statgraphics plus 6.1 
MODDE for windows 
SAS 
Design-Ease v.5 
Design-expert v.5 
Minitab for Window 10,5 

2.3.7 Realización de los experimentos 

Soluciones: Para la evaluación de los parámetros críticos, se requiere la preparación de los diferentes tipos 
de soluciones de acuerdo al procedimiento de operacián del método, así como las variaciones pertinentes en 
caso que se evalúen factores en el tratamiento de muestra, tomando en cuenta que la secuencia de 
inyecciones se realizara de acuerdo al procedimiento. 

Inyecciones: La replica de las inyecciones es recomendada excepto si el tiempo es restringido en el diseño 
a ejecutar. 

Orden de experimentos: El orden de los experimentos se realizara en función de la aleatorización de los 
datos , esto es fundamental en el diseño de experimentos. 

Respuestas: Con la realización de los experimentos se determinaran las respuestas, tomando en cuenta que 
en primera instancia se describirá las respuestas cuantitativas, tales darán información del contenido de la 
sustancia en el producto, por ejemplo de la técnica analítica HPLC, corresponde a la altura del pico o al área 
del pico , en segunda instancia se consideran las respuestas cualitativas, en el caso de HPLC nos refiere a la 
resolución, tiempo de retención, factor de retención, asimetría, entre otras. 

Se recomienda la realización de replicas y estas en tiempos regulares de tiempo para la prueba de 
robustez, ya que normalmente se ha encontrado que la respuesta tiene una tendencia y esta en función del 
tiempo, así mismo se debe mantener control del resto de los factores no estudiados y el tener toda la 
ejecución experimental para su posterior análisis, 12 . 13, 17 
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2.3.8 Análisis estadístico de las respuestas e interpretación . 

Los resultados de los experimentos son sometidos o un análisis estadístico esto pueden realizarse 
mediante cálculos o con lo ayudo de un software, los resultados de la prueba de robustez deben llevar o la 
identificación de los factores que tienen efecto significativo sobre la respuesto, esto en la transferencia 
del método o paro la optimización del método analítico. Lo decisión de indicar que el método es robusto se 
basa, en mostrar que las respuestas obtenidas de cado experimento cumplen con los requerimientos del 
método, por ejemplo si el contenido de la sustancia principal de un producto, no se ve afectada por los 
factores del método , por consiguiente el método analítico se considero robusto paro esos factores. 12. 13.14. 

15. 18. 17. 19 

2 .4 El diseño experimental 

El diseño experimental es un experimento o serie de pruebas en las cuales se inducen cambios deliberados 
en las variables de entrada de un proceso o sistema, de manera que sea posible observar e identificar las 
causas de los cambios en las respuestas de salida. El objeto de estudio puede representarse como una coja 
negra, en donde suele ser posible visualizar el proceso como una combinación de máquinas, métodos, 
personas y otros recursos que transforman alguna entrada en una sal ido que tiene una o más respuestos, 
algunas de las variables del proceso XI, X2, .... .... Xn son controlables, mientras que otras ZI, Z2, ....... Z, son no­
controlables. El proceso o sistema bajo estudio puede representarse por medio del modelo de la figura 2.5. 

XI x, Xn 

Entrada 
Salida "y" 

I I l, l n 

Figura 2.5 Representación de los factores controlables y no controlables en un proceso . 

Los métodos del diseño experimental tienen un aspecto importante en el desarrollo de procesos y en la 
depuración de procesos para mejorar el rendimiento , así como el tener un proceso consistente o robusto, 
esto es, un proceso afectado mínimamente por fuentes de variabilidad externas. Entre los objetivos del 
experimento puede incluirse: 
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Determinar cuáles variables tienen mayor influencia en la respuesta. 
Determinar el valor de las ·x· que influyen en 'y', de modo que 'y" tenga casi siempre un valor 
cercano al valor nominal deseado. 
Determinar el mejor valor de las 'x" que influyen en 'y", de modo que la variabilidad de 'y' sea 
pequeña. 
Determinar el mejor valor de las 'x' que influyen en 'y", de modo que se minimicen los efectos de 
las variables no-controlables ZI, Z2 .... .... Z,. 

A continuación, se ofrece una guía del procedimiento recomendado. 

1. Comprensión y planteamiento del problema. Es necesario desarrollar todas las ideas sobre los 
objetivos del experimento , es recomendable tomar la opinión de todas las partes implicadas: cuerpo 
técnico, aseguramiento de calidad, manufactura, división comercial, dirección, clientes y personal 
operativo, ya que el planteamiento claro del problema contribuye a menudo en forma sustancial a un 
mejor conocimiento del fenómeno y de la solución final del problema. 

2. Elección de factores y niveles. El experimentador debe ' elegir los factores que varían en el 
experimento, los intervalos de dicha variación y los niveles específicos a los cuales se hará el 
experimento. Tal conocimiento suele ser una combinación de experiencia práctica y comprensión 
teórica. 

3. Selección de la variable de respuesta. Al seleccionar la respuesta o variable dependiente, el 
experimentador debe estar seguro de que la respuesta que se va a medir realmente provea 
información útil acerca del proceso de es\·udio. 

4. Elección del . diseño experimental. Si los tres pasos anteriores se han realizado de la manera 
correcta, este cuarto paso es relativamente fácil. Para elegir el diseño es necesario considerar el 
tamaño muestra, seleccionar un orden aleatorio para los ensayos experimentales. 

5. Realización del experimento. Cuando se realiza el experimento, es vital vigilar el proceso 
cuidadosamente para asegurar que todo se haga conforme a lo planeado. En esta fase , los errores 
en el procedimiento suelen anular la validez experimental. 

6. Análisis de datos. Deben emplearse métodos estadísticos para analizar los datos , de modo que los 
resultados y conclusiones sean objetivos. 

7. Conclusiones y recomendaciones. Una vez que han analizado los datos , el experimentador debe 
extraer conclusiones prácticas de los resultados. 21. 20 
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2 .4. 1 Diseño factorial 2k
• 

Los diseños factoriales detectan la presencia de interacción, y generalmente producirón resultados 
superiores a los de otros métodos. En general, definimos a un experimento factorial como un e;(perimento 
en el que cada nivel de un factor se corre en combinación a todos los niveles de los otros factores. En otras 
palabras, en el experimento se corren todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores . 

Ahora daremos un ejemplo simple, supóngase que deseamos correr 4 replicas para un diseño 22
, cada una de 

las 22=4 combinaciones de tratamientos, ya que en este experimento, cada factor tiene dos niveles. En la 
tabla 2.3 se representa un diseño para este problema, mientras que en la figura 2.6 se muestra la 
representación grafica. El signo (-) representa el nivel bajo y el (+) el nivel alto . 

't bl 23 R a a . , d Id' - f t epresen aClon e Iseno oc orla . 
Diseño factorial ? 

Factores Respuestas 'yN Totales 
A b Kl K2 K3 K4 Kl+K2+K3+K4 
- - 18.2 18.9 12.9 14.4 64.4 
.. - 27.2 24.0 22.4 22.5 96.1 
- .. 15.9 14.5 15.1 14.2 59.7 
.. .. 41.0 43.9 36.3 39.9 161.1 

I 

+ 

b ab 

Factor B 

I 8 

, 

Factor A 
+ 

'Figura 2.6 -Disello factorial 22 
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Podemos usar la información de este experimento para estimar los efectos de A, B, Y la interacción (AB). 
Definimos el efecto del factor , como el cambio observado en el nivel promedio de 'y', cuando este factor 
se cambia del nivel bajo al nivel alto. Usando esta definición, vemos que el efecto principal de A sería el 
nivel promedio de la respuesta 'y' para las dos corridas del lado derecho menos el nivel promedio de 
respuesta de las dos corridas del lado izquierdo del cuadrado. En forma similar, el efecto de B sería el 
nivel promedio de respuesta 'y' para las dos corridas de la parte superior del cuadrado, menos el nivel 
promedio de respuesta de las dos corridas de la parte baja del cuadrado. 

El efecto de las interacciones (AB) se calcula de los promedios de las diagonales. El promedio de la 
diagonal de derecha a izquierda menos el promedio de la diagonal de izquierda a derecha, es la estimación 
de la interacción (AB). A continuación se muestra la estimación de los efectos: 

A = I_ [a+ab-b-I] 
2n 

A = 2(4) [96.1 + 161 .1- 59.7 - 64.4] = 16.64 

B = _1_ [b + ab - a - 1] 
2n 

B = _ 1_ [59.7 +161.1-96.1-64.4]= 7.54 
2(4) 

AB= ( ab+l_ a+b ) 
2n 2n 

AB = ~- [ab+1-a-bJ 
2n 

AB = _ 1 __ [161.1 +64.4-96.1-59.7]= 8.71 
2(4) 
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La magnitud de estos efectos parece ser grande. Por ejemplo, al cambiar la magnitud del factor A del nivel 
bajo al nivel alto , se incrementa el nivel promedio de la respuesta y' por 16.64 unidades. En forma similar, 
al incrementar la magnitud del factor B del nivel bajo al nivel alto , se incrementa el nivel de respuesta ' y' 
por 7.54 unidades. Mientras que para la interacción AB se observa un valor de 8.71 unidades. El efecto de 
A es superior al de AB y esta a subes al de B. 20. 21 

2.4 .2 El an4lisis de varianza (ANOVA). 

Hemos dependido, hasta el momento, de nuestro examen visual de la magnitud de los efectos para 
interpretar la información. Es posible usar las pruebas estadísticas para determinar cuales efectos son 
significativos. El análisis de varianza (ANOVA) es un procedimiento estadístico que se usa ampliamente en 
el análisis de los datos obtenidos en los experimentos diseñados. El análisis de varianza descompone la 
variabilidad total de los datos , en partes que son relevantes para ese diseño en particular. En nuestro 
ejemplo, la variabilidad total se divid iría en una parte componente para cada uno de los dos efectos 
principales A y B, un componente para el ruido o error residual del experimento. Las pruebas estadíst icas 
que usan en el análisis de la varianza dependen de la distribución F. 

Total = A + B+ AB+ ERROR 

~T\ 
Efectos principales Interacción Ruido 

La medida de la var iabilidad total que se usa en el análisis es la suma total de los cuadrados de la 
variab ilidad de respuesta 'y'. Esta suma de cuadrados se, se calcula como sigue: 

a 

se = ~(YI' Y )2 I L.J - promedio 
i= l 

No es más que la desviación estándar de 'y', en la muestra. Por est o resulta razonable tomar la suma de 
cuadrados como la variabilidad total de los datos. Mientras lo concerniente a la suma de cuadrados para A, 
B, Y AB. Obsérvese a part ir de las ecuaciones que se util izan para determinar el efecto A, By AB. Esto es: 

Contraste A = ab + a - b-1 

Contrastes = ab +b - a -1 

Contraste ;tB = ab + 1- a - b 
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La suma de cuadrados de cualquiera de ellos puede calcularse usando la ecuación: 

a 

n¿C; 2 
;= 1 

Esta ecuación establece que la suma de cuadrados de un contraste es igual al contraste elevado al cuadrado 
entre el producto del número de las observaciones de cada total del contraste por la suma de los cuadrados 
de los coeficientes del mismo , la suma de los cuadrados de A, B, Y AB son: 

ss = (~b+a-b_- l L_ 
A 4*4 

SS = {q~+b-a~_!r 
B 4*4 

SS = (~b+I-=-~-b)2 
AH 4*4 

La suma de cuadrados del error, se puede calcular en la forma usual , por diferencia, mediante: 

En nuestro caso: 

-55,=1107.23 55s=227.26 55,s=303.63 55t =1709.84 55E=71.72 

En general , el número de grados de libertad para un factor será igual al número de n;veles de ese factor 
menos uno. La interacción tiene un grado de libertad también. Genera!mente, el número de grados de 
libertad para una interacción es igual al producto de los grados de libertad para cada uno de los efectos 
principales que están involucrados en la interacción. Cada celda tiene cuatro observaciones, con tres grados 
de libertad, por lo tanto para el error es de 4X3=12. La suma de cuadrados para los efectos y el error se 
dividen entre sus grados de libertad para producir un valor promedio de la suma de cuadrados, llamada 
suma de cuadrado medio 5CM. 

El cuadrado medio para la estimación de l error estima la varianza del ruido residual de los datos. 5i los 
cuadrados medios para los efectos A, B, Y AB son aproximadamente del mismo tamaño que el cuadrado 
medio del error , entonces esos efectos son pequeños. Cualquier efecto que tenga un cuadrado medio 
grande con relación al cuadrado medio del error, tiene un efecto no despreciable sobre la respuesta . . 
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Generalmente tomamos el cociente del cuadrado medio para cada efecto entre el cuadrado medio del 
error, como un estadístico formal , para saber que tan significativo es cada efecto. Ya que podemos ver al 
cuadrado medio para el error como una medida del ruido residual de la información, esta proporción F 
puede interpretarse como una proporción de señal a ruido. Los valores grandes de la proporción F implican 
que el factor tiene una señal fuerte. La magnitud de la proporción F puede interpretarse estadísticamente 
refiriéndola a una distribución F con un grado de libertad en el numerado y doce grados de libertad en el 
denominador. En la tabla 2.4, se muestra el análisis de varianza para los datos de nuestro ejemplo. 

Tabla 2.4 -Análisis de varianza para los datos 

Fuente Efecto 
Suma de 

GL 
Cuadrados F=CMefecto 

Signifs. 
Cuqdrados Medios CMerror 

A 16.6375 1107.23 1 1107.23 18525 0.0001 

S 7.537501 227.26 1 227.26 38.02 0.0001 

AS 8.712501 303.63 1 303.63 50.80 0.0001 

Error 71.72 
12 598 

Total 1709.84 

Las proporciones F del experimento indican que los efectos principales de A y B son grandes, y que también 
existe una interacción significativa entre los dos factores. ZO. ZI 

2.4 .3 Predicción de la respuesta a partir de una ecuación de regresión. 

También es posible usar esta información para construir .una ecuación de regresión para predecir el nivel 
de respuesta 'y. en cualquier magnitud del factor A y B. Los coeficientes de regresión bo, bl, bz, y blz 
pueden calcularse directamente de las estimaciones de efectos que se obtuvieron previamente. 

La interacción bo es igual al gran promedio de los 16 puntos. Cada coeficiente de regresión bl, bz, y b¡z se 
encuentra dividiendo la estimación del efecto correspondiente entre 2. La estimación del efecto se divide 
entre 2 porque el coeficiente de regresión mide el efecto de~ cambio de una unidad sobre el valor promedio 
de 'y., y las estimaciones de efectos están basadas en un cambio de dos unidades (desde -1 hasta +1). 

y = 23.83+ ( !6.6375 )X +( 7.5375 )X +( 8.7 115 ) X X 2 1 2 2 2 12 

En este modelo de regresión, XI representa al factor A, Xz representa al factor B, y XI Xz representa a la 
interacción AB. ZO. ZI 
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2.4 .4 Residuales. 

El modelo de regresión puede usarse para calcular un valor predicho en cada uno de los cuatro puntos en el 
diseño. La diferencia entre los valores observados y los valores predichos, en cada punto, se llaman 
residuales. 

* * 
e =: Y( Observado) - Y(Pr edichos ) 

Los residuales pueden usarse para verificar la validez aproximada del procedimiento de an61isis de 
varianza, que hemos usado para analizar nuestros datos, así como para dar información de la variabilidad. 
Los residuales también pueden usarse para ganar más conocimiento del proceso , tal como señalar 
observaciones extrañas o en dar más información acerca del efecto que tienen los factores, sobre la 
variabilidad del proceso de una corrida a otra. 

Un residual de magnitud grande fuera de lo común, podría indicarnos que hay un error de registro o análisis 
de la información, una medición incorrecta, también podría indicar una combinación de condiciones de 
proceso que originan una respuesta fuera de lo común. En la tabla 2.5 contiene estos residuales junto con 
las desviaciones estándar de los residuales en los niveles bajos y altos de A, así como de B. 

Tabla 2.5-Residuales 

8 (-) 8 (+) 

2.100 -3.200 0.975 0.175 
A(-) 2.800 -1.700 -0.425 -0.725 

S(A- B-)=2.91 S(A- B+)=0.75 

3.175 -1.625 0.725 -3 .975 
A(t» -0.0.25 -1.525 3.625 -0.375 

S(A .. 8-)=2.24 S(A+ B+ )=3.14 

Cada celda de la tabla contiene la desviación estándar para los cuatro residuales de esa celda. Podemos 
notar que la desviación estándar de los cuatro residuales en la celda, con A en su nivel bajo y B en su nivel 
alto , es considerablemente inferior que cualquiera de las otras desviaciones estándar. Esto puede ser 
indicio de que la variación en los niveles de la respuesta observados es menor cuando el factor A de corte 
estó en el nivel alto. Basándonos en los resultados de nuestro análisis, llegamos a la conclusión de que el 
nivel promedio de la respuesta ' y' se minimiza usando el factor A en el nivel bajo, y que la variación en el 
nivel de la respuesta de una corrida a otra se minimiza usando el factor B en el nivel alto.20

. 21 
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2 .5 Furazolidona 

Se presenta en forma de cristales amarillos inodoros casi insolubles en agua y alcohol , ligeramente solubles 
en cloroformo. Han de protegerse de la luz. La furazolidona es bactericida contra un amplio intervalo de 
organismos grampositivos y gramnegat ivos. Pueden darse caso de dolores de cabeza, náuseas , diarreas , 
erupciones e intolerancia al alcohol. La furazolidona inhibe la monoaminooxidasa y han descrito casos de 
psicosis tóxica aguda, se ha utilizado para el tratamiento de varias infecciones gastrointest inales , 
incluyendo fiebre tifoidea y otras salmonelosis y shigelosis. 22 

Nombre químico: 3-(5nitrofurfurylideamino )-2 -oxazolidone 
Formula molecular: CsH7N30 5 

Peso molecular: 226.16 
Punto de fus ión: 256-25rC 
Solubilidad: ligeramente soluble en aguo y etanol , poco soluble en cloroformo e insoluble en éter. 
Espectro ultravioleta: En solución con DMF yagua se obtiene-259nm, 367nm (A1

1=754Q
) 

Propiedades: Antimicrobiano y Ant iparásitario 

2 .6 Nipagín 

Nombre químico: met il-p-hidroxibenzoato 
Formula molecular: CsHs0 3 

Peso molecular: 152.15 
Punto de fusión: l31°C 
Solubi lidad: Es soluble en aguo, alcohol , acetona, gl icerol y éter. 
Propiedades: Conservador 
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2 .7 Nipasol 

o 

d
~CH3 

I O 

HO ~ 

Nombre químico: propil-p-hidroxibenzooto 
Formula molecular: ClOH1Z0 3 

Peso molecular:180.20 
Punto de fus ión: 97"C 
Solubilidad: Es soluble en agua, alcohol y éter. 
Propiedades: Conservador 
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3.1 [)esarrollo del estudio de Robustez. 

Desarrollo del estudio 
de Robustez. 

Ejecuc ión del Método en condiciones 
Normales 

Diseño de Experimentos . 

1. Selección de factores . 
2. Se lección de nive les . 
3 . Realizar el dise ño 2'. 
4 . Secuenc ia de lo s exper imentos . 

Ejecución Exper imental. 

1. In ic iar secuencia. 
2 . Preparar la fase móv il. 
3 . Preparar las soluc iones. 
4 . Acond icionar equ ipo . 
5 . Ejecutar corr ida . 

Realizar Replica 

Obtener Información del nivel. 

Conc luir secuencia experimental. 

Anál isis de resultados y Conclusiones . 

FIN 
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3.1.1 Materiales 

Matraces aforados de 100 mL 
Matraces aforados de 25 mL 
Matraces aforados de 50 mL 
Matraces aforados de 250 mL 
Matraces aforados de 10 mL 
Matraces aforados de 500 mi 
Matraces aforados de 1 L 
Matraces aforados de 2 L 
Pipeta graduada de 10 mL 
Pipeta volumétrica de 2 mL 
Pipeta eppendorf automática de 0 .5-5 mi 
Puntas para pipeta eppendorf de 1-5 mi 
Pipetas pasteur 
Propipeta 
Sistema de filtrac ión Millipore 
Probeta de 500 mL 
Probeta de 100 mL 
Vasos de precipitado de 250 mL 
Vasos de precipitado de 150 mL 
Vasos de precipitado de2 L 
Viales para automuestrador Hewlett Packard de 1.5 mL 
Tapas y septas para viales Hewlett Packard 
Piseta 
Espátula 

3. 1. 2 Equipas 

VorTe.>< Tnermo lyne. 
Sonicador Bransonic pe 620 , Branson 
Balanza Anal ít ica Ohaus 
Parrilla Nuova Ir, Thermolyne 
PHmetro, Orion Research 
Sistema cromatográfico Agilents Series 1100 

Bombo Cuaternaria 
Desgasificador 
Automuestrador 
Detector de longitud de onda variable 
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3.1. 3 Reactivos 

Acetonitrilo HPLC Mal linckrodt 
Ácido fosfórico, Merck. 1 L, Lote: K325163 314, pureza: 9n'0 
Agua HPLC destilada y desionizada con equipo Milli Q-Waters Syatem 
DMF, J .T. Baker, 4 L, Pureza 99.9 ':lo, lote: V15c55 
KH2P04 , J . T. Baker, 2.5 Kg, lote: V33COO, Pureza: 99.2':10 
H2N03SNH4 , J. T. Baker, 250 g, lote: N12586 
Furazolidona, estándar secundario, 100 mg, potencia: 100':10, Humedad: No aplica, lote:0200000020, 
Procedencia: Promeco. 
Nipagín, estándar secundario , 100 mg, Potencia: 100':10, Humedad: No aplica, lote:004A1181655 , 
procedencia: Promeco. 
Nipasol , estándar secundario, 100 mg, Potencia 100':10, Humedad: No aplica, lote: 0003A1620461, 
procedencia: Promeco. 

3.1. 4 Columnas 

Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 
o C18 
o Diámetro interno 4.6 mm 
o Longitud : 150 mm 
o Tamaño de partícula: 3.5 ¡.1m 
o Forma de la partícula: esférica 
o Tamaño de poro: 80 A 
o Porcentaje de carbono: 10':10 
o Área 180 m2/g 
o Temperatura límite: 60 Oc 
o Rango de pH: 2 a 9 
o End Capped: Doble 
o Número de serie: USWA002541 
o Número De parte: 963967902 

Agilent Zorbax Extend-C18 
o C18 
o Diámetro interno 4.6 mm 
o Longitud : 50 mm 
o Tamaño de partícula: 5 ¡.1m 
o Forma de la partícula: esférica 
o Tamaño de poro: 80 A 
o Porcentaje de carbono: 12.5% 
o Área 180 m2/g 
o Temperatura límite: 60 oC 
o Rango de pH: 2-11 
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End Capped: Triple 
Número de serie: 746450902 
Número De parte: USNSOOI051 

Merck-C18 
o C18 
o Diámetro interno 3.9 mm 
o Longitud: 150 mm 
o Tamaño de partícula: 4 J.lm 
o Forma de la partícula: esférica 
o Tamaño de poro: 60 A 

o Porcentaje de carbono: 7% 
o End Capped: Sí 
o Número de serie: T60301P15 
o Número De parte: 36975 

Waters Spherisorb 
o C18 
o Diámetro interno 4 .6 mm 
o Longitud: 50 mm 
o Tamaño de partícula: 3 J.lm 
o Forma de la partícula: esférica 
o Tamaño de poro: 80 A 

o Porcentaje de carbono: 11.5 'Y. 
o Area: 200 mZ/g 
o End Capped: Sí 
o Número de serie: 01021172801F03 
o Número de parte. P5583211 

3 .2 Método Analítico en Condiciones Normales 

(])esarro{W fF.x:perimenta{ 

Método del sistema para cuantificor furazolidona y sus conservadores en suspensión por la técnica 
analítica Cromatografía de líquidos de alta resolución. 

3 .2 .1 Soluciones 

o Fase Móvil: Mezclar 750 mL de solución 13 mM de amidosülfonato de amonio en solución 
amort iguadora de fosfatos 0 .0653 M pH=3 con 250 mL de acetonitrilo HPLC. Filtrar a través de 
una membrana para fases orgánicas del tipo GVWP de 0 .22J.lm o equivalente. Desgasif icar la fase 
móvil "por ultrasonido y al vacío durante 20 minutos. 
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o Solución amortiguadora de fosfatos 0 .0653 mM pH:3 : Pesar con Exactitud aproximadamente 7.96 
9 de fosfato de potasio monobásico, cristal (KH 2P04 , PM 136.09, 99.2"10) transferir a un matraz 
aforado de 1 L, disolver con 500 mL de agua desionizada, agregar ácido fosfórico concentrado 
(H3P04) para ajustar a pH:3 .0 . Llevar a volumen con agua desionizada. Filtrar la solución a tra~és 
de una membrana para solventes acuosos de 0 .22 ).1m o equivalente. 

o Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amort iguadora de fosfatos 0 .0653 M 
pH:3.0 : Mezclar 1.5 9 de amidosulfonato de amonio (H2NS03NH4), PM 114.12) Y disolver en 1.0 L de 
solución amortiguadora de fosfatos 0.0653 M de fosfatos pH:3.0. Filtrar la solución a través de 
una membrana para solventes acuosos de 0.22 ).1m o equivalentes. 

o Solución de referencia de la furazolidona Pesar con exactitud 10.60 mg y disolver en 5mL de 
dimetilfomamida y llevar al aforo en un matraz de 100 mi con fase móvil ; teniendo una 
concentración de 106.00 ).1 g/mI. 

o Solución de referencia del nipasol Pesar con exactitud 20 mg y se disolverá con fase móvil, esto en 
un matraz de 250 mi que se llevara al aforo, de esta solución se tomaran 2 mi de la solución y se 
transferirá a un matraz de 25 mi y se llevara al aforo con fase móvil , teniendo una concentración 
de la solución de 6.40 ).Ig/ml. 

o SolUCión de referenCia de moaaín Pesar con exact itud 24 mg y se disolverá con fase móvil , esto en 
un matraz de 25 mL, posteriormente se llevara al aforo con fase móvil , de esta solución se tomaran 
2 mi y se transferir a un matraz de 50 mL y se llevar al aforo con fase móvil, teniendo una 
concentración de la solución de 38.40 ).Ig/mL. 

o Soluciones problema De cada solución de referencia tomar la al ícuota marcada en la tabla y colocar 
en un matraz de 10 mL (Los tres analitos en el mismo matraz) y aforar con fase móvil. 

NivelOfo 
Alícuota Vol. Final [Furczolidona] [Nipagín] [Nipasol] 

(mL) (mL) (l19/mL) ().I9/mL) (l19/mL) 

50 1.0 10 10.60 3.84 0 .64 

75 1.5 10 15.90 5.76 0 .96 

100 2.0 10 21.20 7.68 1.28 

125 2.5 10 26 .50 9.60 1.60 

150 3.0 10 31.80 11.52 1.92 

De cada matraz transferir a un vial e inyectar 40 ).ll bajo las condiciones establecidas 
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o Replicas Se ejecuto el estudio con tres replicas, con pesadas individuales lo cual involucra la 
preparación de las soluciones de referencia hasta las soluciones problema. 

3 .2 .2 Condiciones cromatográficQS . 

o Condiciones cromatográficas 
Columna: Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 
Fase móvi l: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amort iguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=3 al 75 "lo - con 25 "l. de acetonitrilo. 
Flujo: l.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ,.tI 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 254 bar 

3 .3 Diseño de ~rimentos 

Dentro de un proceso analít ico existen cuatro subprocesos, estos son selección de la muestra, tratamiento 
de la muestra, medición química y análisis de los resultados como se puede apreciar en el diagrama. 

La técnica analítica presentada en el punto 3.2 (Condiciones Normales) fue desarrollada para cuantif icar 
furazolidona y sus conservadores, entendiendo que las pruebas de robustez son el estudio experimental de 
la influencia de cambios en las condiciones de operación del método analít ico, sobre la medida o las 
respuestas a evaluar , el estudio de esta técnica analít ica se enfocara al subproceso medición química. 

3 .3 .1 Selección de los factores 

El estudio de la robustez con respecto al subproceso medición, se enfocara sobre los factores polaridad , 
pH de la fase móvil, longitud de la columna y tamaño de partícula de la columna. 
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3.3.2 Selección de los niveles 

El estudio se realizara con dos niveles, siendo un valor extremo y otro nivel bajo, estos seleccionados sobre 
la base de las recomendaciones de los tutores, así como de las personas que desarrollaron la técnica 
analítica, de la comprensión de la técnica analítica, así mismo de la bibliografía, en la siguiente tabla se 
muestran los factores y sus respectivos niveles. 

Diseño factorial 2"4 
Factores Alto Bajo 

Polaridad de la fase móvil 85% fase acuosa 65% fase acuosa 
pH de la fase móvil 5 2,5 

Longitud de la columna 15 cm 5cm 
Tamaño de part!cula 5f.lm 3.5f.lm 

3 .3.3 Descripción del diseño experimental 

El estudio de la robustez se realizara por un diseño factorial 2 a la 4, con dos niveles, realizando 3 replicas 
para cada condición establecida para el diseño experimental , a continuación se muestra la tabla con el 
diseño factorial 2 a la 4. 

Diseño factorial 2 a la .. 

Experimento 
Polaridad .,H de la fase Longitud de Tamaño de 
Fase móvil móvil la Columna partícula 

Número A B e D 
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
s - - + -
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - + 

10 + - - + 

11 - + - + 
12 + + - + 

13 - - + + 

14 + - + + 

1S - + + + 

16 + + + + 
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3 .3 .4 Secuencia de los experimentos 

Para la ejecución de la prueba de la robustez es necesario realizar una aleatorización de los experimentos, 
para la eliminación de factores ajenos al diseño de experimentos, a continuación se muestra una tabla para 
indicar cual condición se ejecutara primero. 

Diseño factorial 2 a la 4 
Orden 

I experimental 
Número 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

Las respuestas a estudiar: 

Número de platos teóricos 
Factor de capacidad 
Resolución 
Simetría. 
Tiempo de retención. 
Tiempo de anál isis . 

Polaridad 
Fase móvil 

A 
-
-
+ 
+ 
+ 
-
+ 

-
-
+ 
+ 

-
+ 

-
+ 

-

Factor de determinación del área 

IPH de la fase Longitud de 
móvil la Columna 

B C 
+ + 
+ -
+ + 

- + 
- -
- -
- -
+ -
- -
+ -
+ -
- + 
+ + 
+ + 

- + 
- + 
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3.3 .5 Ej«ución experimental. 

o Experimento 1 correspondiente al nivel A- B+ C+ D-

Condiciones cromatográficas: 
Columna: Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=5 al 65 'Yo - con 35 'Yo de acdonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡ll 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 251 bar 

o Experimento 2 correspondiente al nivel A- B+ C- D-

Condiciones cromatográficas: 
Columna: Waters Spherisorb C18 
Fase móvil : Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=5 al 65 'Yo - con 35 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡ll 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 145 bar 

o Experimento 3 correspondiente al nivel A+ B+ C+ D-

Condiciones cromatográficas 
Coiumna: Agiient Lorbax Eclipse XDB-C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de ~midosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=5.0 al 85 'Yo - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡ll 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 220 bar 
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o Experimento 4 correspondiente al nivel A+ B- C+ D-

Condiciones cromatográficas 
Columna: Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH:2.5 al 85 70 - con 15 70 de ocetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡¡I 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 224 bar 

o Experimento 5 correspondiente al nivel A+ B- C- D-

Condiciones cromatográficas 
Columna: Waters Spherisorb C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH:2.5 al 65 70 - con 35 70 de acdonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 >tI 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 135 bar 

o Experimento 6 correspondiente al nivel A- B- C- D-

Condiciones cromatográficas 
Columlla: Waters Spherisorb C18 
Fase móvil : Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH:2.5 al 65 70 - con 35 70 de acetonitrilo. • 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡JI 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 147 bar 
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o Experimento 7 correspondiente al nivel A+ B- C- D+ 

Condiciones cromatográficas 
Columna: Zorbax Extend C18 

([)esarro[{o rJ:.x:perimenta( 

Fase móvil : Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=2 .5 al 85 ro - con 15 ro de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 f11 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 72 bar 

o Experimento 8 correspondiente al nivel A- B+ C- D-

Condiciones cromatográficas 
Columna: Zorbax Extend C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=5.0 al 65 % - con 35 ro de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 f11 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 75 bar 

o Experimento 9 correspondiente al nivel A- B- C- D+ 

Condiciones cromatográficas 
Columna: Zorbax Extend C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=2.5 al 65 % - con 35 I~ de aceronit rilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 f11 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 75 bar 
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o Experimento 10 correspondiente al nivel A+ B+ C- D+ 

Condiciones cromatográficas 
Columna: Zorbax Extend C18 
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Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=5.0 al 85 'Yo - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 fl l 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 73 bar 

o Experimento 11 correspondiente al nivel A+ B+ C- D-

Condiciones cromatográficas 
Columna: Waters Spherisorb C18 
Fase móvil : Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=5.0 al 85 'Yo - con 15 'Yo de acetonitrilo . 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 fl l 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 138 bar 

o Exper imento 12 correspondiente al nivel A- B- C+ D-

Condiciones cromatográficas 
Columna: Zorbax Eclipse C18 
Fase móvil: Soludón 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0 .0653 M pH=2.5 a l 65 'Yo - con 35 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 fl l 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 251 bar 
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o Experimento 13 correspondiente al nivel A+ B+ C+ D+ 

Condiciones cromatográf icas 
Columna: MercK C18 
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Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=5.0 al 85 'Yo - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ~ I 

Longitud de onda 250 nm 
Presión 219 bar 

o Experimento 14 correspondiente al nivel A- B+ C+ D+ 

Condiciones cromatográf icas 
Columna: MercK C18 
Fase móvil : Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=5.0 al 65 'Yo - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la co lumna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ~I 

Longitud de onda 250 nm 
Presión 229 bar 

o Experimento 15 correspondiente al nivel A+ B- C+ D+ 

Condiciones cromatográficas 
Columna: MercK C18 
Fase móvil: Solución 13 mM de amidosuifonato de amonio en soiución amortiguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=2.5 al 85 % - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperat ur a de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ~I 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 220 bar 
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o Experimento 16 correspondiente al nivel A- B- C+ D+ 

Condiciones cromatográficas 
Columna: MercK C18 

([)esarroffo fb(perimentaC 

Fase móvil: Solución 13 mM de amidosulfonato de amonio en solución amort iguadora de fosfatos 
0.0653 M pH=2.5 al 85 % - con 15 'Yo de acetonitrilo. 
Flujo: 1.8 ml/min. 
Temperatura de la columna: Ambiente 
Volumen de inyección: 40 ¡.tI 
Longitud de onda 250 nm 
Presión 230 bar 
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Capitulo III 

Resultados 
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4.1 Result.ados 

En esta sección de la tesis se presentaran los resultados de las respuestas obtenidas bajo las condiciones 
establecidas para cada nivel. Cabe señalar que las respuestas a estudiar son: t iempo de anál isis, número de 
platos teóricos, factor de capacidad, resolución, s imetría, en donde fueron obtenidas por el software 
Chemical Station del equipo cromatográfico y la util ización del software EX EL para obt ener el factor 
determinación del área (rz área). 

4 .2 Identificación de parámetros 

En la s iguiente tablas se muestra las respuestas para furazolidona por triplicado, en donde Kl, K2 Y K3 
corresponden a las replicas, mientras que los valores de 50, 75 , 100, 125 Y 150 'Yo, corresponde a las 
concentraciones de 10.60 ¡lg/ml , 15.90 ¡lg/ml , 21.20¡lg/ml, 26.50 ¡lg/ml y 31.80 ¡lg/ml respectivamente y 
se entiende por número de platos teóricos = N, se entiende por factor de capacidad = K' , se entiende por 
resolución entre de la furazolidona y el nipagín = R, se entiende por simetría = S, se entiende por t iempo de 
retención = Tr, se entiende por coeficiente determinación área ' = r AZ área y se entiende por t iempo de 
análisis = Ta. 

4 .3 Condiciones Normales 

Tabla 4.3.1 Resultados de las respuestas para condiciones normales . correspondientes a la primera replica. 

r -Condiciones nonnales-
R .. pu .. tas a .. ludia 

N K' R 8 Tr Ta 
50% 5241 2.12 7.54 0.46 2.71 19.067 
76% 5266 2.06 7. 67 0.45 2.67 18.728 

100% 5409 2.05 7.67 0.45 2.66 18.536 Area 
125% 5126 2.02 7.49 0.45 2.64 18.294 1"'2 
150% 5051 2.00 7.54 0.46 2.61 18.098 

Promedio 5218.6 2.05 7.582 0.454 2.66 18.54 

Tabla 4.3.2 Resultados de las respuestas para condiciones normales. correspondientes Q la segunda replica. 

Nivel a estudiar -Condiciones nonnales-
Concentración R .. puestas a .. ludia 
Furazolldona N K' R S Tr Ta 

50% 5026 1.99 7.52 0.45 2.61 18.079 
76% 5233 2.00 7.58 0.45 2.612 18. 189 

-' 100% 5064 2.00 7.53 0.45 2.62 18.24 Area 
126% 5069 2.01 7. 47 0.44 2.621 18.283 1"'2 
150"4 5077 2.0 1 7.52 0.45 2.624 18.282 0.9999 

Promedio 5093.8 2.00 7.52 0.45 2.61 18.21 
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Tabla 4.3.3 Ruultados de las rupuestas para condiciones normalu, corrupandientu a la tercera replica. 

estudiar -Condiciones 
Respuesta •••• ludla 

N K' R S Tr Ta 
50% 5074 2.01 7.47 0.44 2.623 18.26 
75% 5084 2.01 7.53 0.45 2.626 18.326 
100% 4895 2.01 7. 41 0.44 2.626 18.344 Area 
125% 5076 2.01 7.44 0.45 2.623 18.372 r"2 
150% 5106 2.02 7.55 0.45 2.631 18.284 1 

Promedio 5047 2.01 7.48 0.45 2.63 18.32 

Figura 4.3 Cromatógrama repruentatillO bajo las condiciones "normales' , en donde el segundo pico corrupande a la furazolidono, el 

tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corrupande al Nípasol. 

VW0 1 A, W . .... length =250 nm (O MARC N\C N000006 O) 

mAU 
2.110 - Furuolidona 

100 

80 

6 0 

40 

",1,' 079~ 

7.5 10 12.5 15 17.5 

48 -



CJ<!su(uu[os 

<4 .<4 Nivel 04 - B+ C+ D-

Table 4.4.1 Resultados de les respuestos poro 1\- B+ C+ D-. correspondientes o le primero replico. 

Nivel estudiar Condiciones A- B+ C+ 0-
Respuest .. a estudiar 

, w . _ v .. _ v ... N K' R-01 S Tr Ta 
50% 3484.00 0.95 7.40 0.46 1.70 5.8.1 
75% 3716.00 0.94 7.30 0.48 1.70 5.79 
100% 3589.00 0.94 7. 11 0.47 1.70 5.80 Area 
125% 3588.00 0.94 6.99 0.47 1.70 5.80 ... 2 
150% 1056.00 0.94 4.87 0.47 1.69 5.78 0.9997 

Promedio 3086.60 0.94 .6.73 0.47 1.70 5.79 

Table 4.4.2 Resultados de les respuestos poro 1\- B+ C+ D-, correspondientes o le segundo replico. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C+ 0-
Concentración Respuestas a .. tudlar 
Furazolldona N K' R-01 S Tr Ta 

50% 3458.00 0.95 7.30 0.45 1.69 5.77 
75% 3581 .00 0.95 7.26 0.46 1.70 5.79 
100% 3569.00 0.94 7.05 0.47 1.69 5.78 Area 
125% 3467.00 0.95 6.86 0.47 1.70 5.78 ... 2 
150% 1069.00 0.95 4.88 0.47 1.70 5.77 0.9998 

Promedio 3028.80 0.95 6.67 0.46 1.69 5.78 

Table 4 .4 .3 Resultados de les respuestos poro 1\- B+ C+ D-, correspondientes o le tercero repl ico. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C+ 0-
Concentración R .. pwstu a estudiar 
Furazolldona N K' R-01 S Tr Ta 

50% 3458.00 0.95 7.30 0.45 1.69 5.77 
75% 3581.00 0.95 7.26 0.46 1.70 5.79 

'íiiü% 3569.00 v.94 7.05 0.47 1.69 5.78 ArN 
125% 3467.00 0.95 6.86 0.47 1.70 5.78 ... 2 
150% 1069.00 0.95 4.88 0.47 1.70 5.77 0.9998 

Promedio 3028.80 0.95 6.67 0.46 1.69 5.78 
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Figura 4.4 Cromatógrama representativo bajo las condiciones "normales', en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, el 

tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Níposol. 
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4.5 Nivel A- B+ C- D-

Tabla 4.5.1 Resultados de las respuestas pora A- B+ c- D-, correspondientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- D- iK~E~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona N K' R S Tr Ta 

50% 950.00 0.74 0.83 0.67 0.68 1.68 
75% 960.00 0.74 0.82 0.67 0.68 1.67 
100% 958.00 0.74 0.83 0.66 0.68 1.67 Area 
125% 193.00 0.74 0.54 0.66 0.68 1.67 r"2 
150% 190.00 0.73 0.54 0.67 0.68 1.66 0.9994 

Promedio 650.20 0.74 0.71 0.67 0.68 1.67 

Tabla 4.5.2 Resultados de las respuestas pora A- B+ C- D-, correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- D- iK?~~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona N K" R S Tr Ta 

50% 987.00 0.74 0.84 0.66 0.68 1.67 
75% 973.00 0.74 0.83 0.67 0.68 1.67 
100% 944.00 0.74 0.82 0.67 0.68 1.67 Area 
125% 195.00 0.73 0.54 0.67 0.68 1.67 r"2 
150% 195.00 0.73 0.54 0.67 0.68 1.67 0.9994 

Promedio 658.80 0.73 0.71 0.67 0.68 1.67 
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Tabla 4.5.3 Resultados de las respuestas para A- B+ c· D·, correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- D- K3ri<:~-:.[~< 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona N K' R S T, Ta 

50% 986.00 0.74 0.83 0.67 0.68 1.67 
75% 958.00 0.74 0.82 0.67 0.68 1.67 
100·,4 984.00 0.73 0.84 0.67 0.68 1.67 Area 
125% 195.00 0.74 0.54 0.67 0.68 1.67 ,'2 
150% 195.00 0.73 0.54 0.67 0.68 1.67 0.9997 

Promedio 663.60 0.73 0.71 0.67 0.68 1.67 

Figura 4.5 Cromatógrama representativo bajo las condiciones "A· B+ C· D·" , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, 

el tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Níposol. 
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4 .6 Nivel A+ B+ C+ D-

Tabla 4.6.1 Resultados de las respuestas para .... B. C. D-, correspondie ntes a la pri mera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C+ 0-
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 5.18 0.33 3631 .00 12. 18 4.57 105.69 
75'~ 5.18 0.33 3560.00 12.50 4.56 105.69 

100% 5.19 0.33 3708.00 12.26 4.57 102.50 Area 
125% 5.21 0.33 3602.00 12. 13 4.59 106.44 r"2 
150% 5.25 0.33 3786.00 12.30 4.62 108.14 0.9994 

Promedio 5.20 0.33 3657.40 12.27 4.58 105.69 

Tabla 4.6.2 Resul tados de las respuestas pora .... B. C. D-. correspondientes a la segunda replica. 

Condiciones A+ B+ C+ 0-
Respuestas a .. tudlar 

K' S N R Tr Ta 
50% 5.26 0.33 3729.00 12.28 4.63 105.69 
75% 5.27 0.33 3669.00 12.26 4.63 105.69 

100% 5.28 0.33 3680.00 12.28 4.64 102.50 Are. 
125% 5.30 0.33 3700.00 12. 12 4.65 106.44 r"2 
150% 5.32 0.33 3733.00 12. 18 4.67 108.14 0.9996 

Promedio 5.29 0.33 3702.20 12.22 4.64 105.69 

Tabla 4.6.3 Resultados de las respuestas pora .... B. C. D- , correspondientes a la tercera replica. 

r ones C+D-
RespUHtaa ... tudlar 

K' S N R Tr Ta 
50% 5.33 0.33 3739.00 12.21 4.68 105.69 
75% 5.34 0.32 3615.00 12.04 4.68 105.69 

100% 5.34 0.32 3754.00 12.22 4.69 102.50 Area 
125% 5.35 0.32 3760.00 12.23 4.69 106.44 r"2 
150% 5.37 0.33 3787.00 12.28 4.71 108.14 0.9979 

Promedio 5.35 0.32 00 12.20 4.69 105.69 
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Figura 4.6 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A+ S+ C+ D- , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, el 

tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4.7 Nivel A+ B- C+ D-

Tabla 4.7.1 Resultados de las respuestas poro A+ S- C+ D- , correspondientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B- C+ D- ,K'.1?;],~Y'~.q: 
-

Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 4.67 0.35 3692.00 12. 12 4.95 99.49 
75% 5.43 0.46 6143.00 13.39 5.61 99.49 

100·4 5.39 0.45 6195.00 13.56 5.57 97.66 Anea 
125% 5.38 0.44 6299.00 13.59 5.56 99.44 r"2 
150% 539 0.44 6628.00 13.62 5.58 101 .37 0.9995 

Promedio 5.25 0.43 5791 .40 13.26 5.45 99.49 
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Tabla 4.7.2 Resultados de los respuestos poro i\+ B- C+ D-, correspondientes o lo segundo replico. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B- C+ D- Jg';:-~i4il 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K ' S N R Tr Ta 

60% 5.41 0.43 6236.00 13.72 2.59 99.49 
76% 5.42 0.43 6248.00 13.72 5.60 99.49 

100% 5.41 0.43 6352.00 13.74 5.59 97 .66 Area 
126% 5.40 0.43 6464.00 13.86 5.58 99.44 r"2 
150% 5.39 0.43 6325.00 13.81 5.58 101 .37 0.9989 

Promedio 5.41 0.43 6325.00 13.77 4.99 99.49 

Tabla 4.7.3 Resul tados de los respuestos poro i\+ B- C+ D-, correspondientes o lo tercero replico. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B- C+ D- ;IQ'~ 
,-~ 

Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

60% 5.40 0.42 6474.00 13.98 5.58 99.49 
76% 5.41 0.42 6481.00 13.90 5.59 99.49 

100% 5.40 0.42 6342.00 13.64 5.58 97.66 Area 
126% 5.39 0.42 6455.00 13.87 5.58 99.44 r"2 
160% 5.40 0.42 6346.00 13.85 5.59 101 .37 0.995 

Promedio 5.40 0.42 641 9.60 13.89 5.58 99.49 

Figuro 4.7 Cromatógroma representativo bajo los condiciones i\+ B- C+ D-, en donde el segundo pico corresponde o lo furozolidono, el 

tercer pico 01 Nipogín y el cuarto pico corresponde 01 Níposol. 
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4 .8 Nivel A+ B- C- D-

Tabla 4.8.1 Resultados de las respuestas para A+ B- c- D-. correspondientes a la primera replica. 

Cond A+ B- 0-
Re.pu .. tII. a .. tudlar 

K' S N R Tr Ta 
50% 3.82 0.58 2188.00 6.05 1.92 19.23 
75·~ 3.82 0.57 2191 .00 6.04 1.92 19.23 

100% 3.82 0.58 2265.00 6.11 1.92 19.20 Area 
125% 3.84 0.58 2207.00 6.05 1.93 19.20 1"'2 
150% 3.85 0.57 2223.00 6.07 1.94 19.30 0.9976 

Promedio 3.83 0.57 2214.80 6.06 1.93 19.23 

Tabla 4.8.2 Resultados de las respuestas pora A+ B- C- D- , correspondientes a la segunda replica. 

R •• pu .. tII. a .. tud lar 
·K' S N R Tr T. 

50% 3.85 0.58 2299.00 6.11 1.94 19.23 
75% 3.85 0.59 2223.00 6.11 1.94 19.23 
100% 3.88 0.58 2245.00 6.08 1.94 19.20 Area 
125% 3.86 0.58 2226.00 6.06 1.94 19.20 1"'2 
150% 3.86 0.58 2228.00 6.05 1.94 19.30 0.9994 

PromedIo 3.86 0.59 2244.20 1.94 19.23 

Tabla 4.8.3 Resultados de las respuestas para A+ B- C- D- , correspondientes a la tercera replica. 

A+ B-C- 0-
R .. pu .. tu ... tud lar 

K' S N R Tr Ta 
50% 3.88 0.59 2250.00 6.08 1.95 19.23 
75% 3.89 0.58 2253.00 6.09 1.95 1!J.23 
100"~ 3.90 0.58 2261 .00 6.09 1.95 19.20 Are. 
125% 3.89 0.57 2643.00 6.00 1.95 19.20 1"'2 
150% 3.90 0.58 2261 .00 6.05 1.95 19.30 0.988 

PromedIo 3.89 0.58 2333.60 6.06 1.95 19.23 
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Figura 4.8 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A+ B- C- D-. en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona , el 

tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Níposol. 
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4 .9 Nivel A- B- C- D-

Tabla 4 .9.1 Resultados de las respuestas para i\- B- C- D-, correspondientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C- O- iK~\J'';:,:?5::!;,'';t 
Concentración Re.puestas a "tudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

5O"Á. 0.77 0.71 620 0.7 0.71 1.73 
7S·Á. 0.77 0.67 579 0.7 0.71 1.73 
100% 0.77 0.66 573 0.7 0.71 1.73 Area 
125"1. 0.77 0.65 776 0.76 0.71 1.73 1"'2 
150% 0.76 0.65 153 0.48 0.70 1.73 0.9998 

Promedio 0.768 0.67 540.2 0.67 0.71 1.73 

Tabla 4.9 .2 Resultados de las respuestas para i\- B- C- D-, correspondientes a la seguncla replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C- O- ;Ki-rf~ 
Concentración Re.puestas a e.tudlar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.76 0.69 677 0.72 0.70 1.73 
75"1. 0.76 0.67 591 0.70 0.70 1.73 
100% 0.76 0.65 572 0.70 0.70 1.73 Area 
12S°Á. 0.76 0.64 558 0.70 0.70 1.73 1"'2 
150% 0.76 0.63 153 0.48 0.70 1.73 0.9992 

Promedio 0.76 0.67 510.20 0.60 0.70 1.73 

-56-



!J?isuúaáos 

Tabla 4.9.3 Resultados de las respuestas para A- B- C- D-, correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C- D- ~~ ) _~.u;_ : 't 

Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.76 0.68 738 0.73 0.70 1.73 
75% 0.76 0.67 732 0.74 0.70 1.73 
100% 0.76 0.65 587 0.71 0.70 1.72 Area 
125% 0.76 0.64 565 0.7 0.70 1.72 r"2 
150% 0.76 0.63 797 0.77 0.70 1.72 0.9981 

Promedio 0.76 0.63 683.80 0.73 0.70 1.72 

Figura 4.9 Cromatágrama representativo bajo las condiciones 1\- B- C- D-, en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, el 

tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4 .10 Nivel A+ B- C- D+ 

Tabla 4.10.1 Resultados d~ las respuestas para ;\+ B- C- D+. corr~spa"die"tes a la pri_ra r~plica. 

Condiciones A+ B- C- 0+ 
Re.punta. a estudiar 

K' S N R Tr Ta 
50% 2.21 0.72 397.00 4.14 0.99 30.26 
75% 2.79 0.72 554.00 4.75 1.17 30.26 

100% 3.17 0.78 653.00 5.03 1.29 30.30 Area 
125% 3.40 0.79 725.00 5.26 1.35 30.20 ,..2 
150% 3.52 0.80 767.00 5.45 1.39 30.30 0.9985 

Promedio 3.02 0.76 619.20 4.93 1.24 30.27 

Tabla 4.10.2 Resultados de las respuestas para A+ B- C- D+. correspandi~"tes a la S~9U"da r~plica. 

Condiciones A+ B- C- D+ 
Respuesta. a estudiar 

K' S N R Tr Ta 
50% 3.83 0.87 639.00 5.04 1.49 30.26 
75% 403 0.92 693.00 5.24 1.55 30.26 

100% 4.13 0.93 777.00 5.64 1.58 30.30 Ares 
125% 4.17 0.93 897.00 6.03 1.59 30.20 ,..2 
150% 4.18 0.92 950.00 6.21 1.59 30.30 0.9996 

4.07 0.91 791 .20 63 1.56 30.27 

Tabla 4.10.3 Resultadas ~ las respuestas para ;\+ B- C- D+. correspandi~"tes a la tuc~ra replica. 

A-*' B-C-D+ 
Re.puntas a e.tüdlar 

K' S N R Tr Ta 
4.28 0.96 889.00 607 1.63 30.26 
4.34 0.96 104.00 6.59 1.64 30.26 
4.36 0.94 1174.00 7.03 1.65 30.30 Area 
4.37 0.94 1249.00 7.18 1.65 30.20 ,..2 
4.38 0.95 1293.00 7.31 1.66 30.30 0.9994 
4.35 0.95 941 .80 6.84 1.65 30.27 

-58-



1?!su[taáos 

Figura 4.10 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A+ B- C- D+, en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, el 

tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4 .11 Nivel A- B+ C- D+ 

Tabla 4.11.1 Resultados de las respuestas para A- B+ c- D+ , correspondientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- 0+ ~K:tJ?k"ll'f~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Fumolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.89 0.68 1280.00 1.96 0.58 1.84 
75% 0.90 0.68 1341.00 2.01 0.58 1.84 

100% 0.90 0.69 202.00 1.13 0.58 1.84 Area 
125% 0.90 0.69 203.00 0.93 0.59 1.84 1"'2 
160% 0.90 0.69 202.00 0.93 0.59 1.84 0.9992 

Promedio 0.90 0.69 845.60 1.39 0.58 1.84 
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Tabla 4.11.2 Resultados de las respuestas para A- B. C- [). , correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- 0+ lK2:.~~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.89 0.68 1337.00 1.99 0.58 1.84 
75% 0.90 0.68 1372.00 2.02 0.58 1.84 

100°'" 0.90 0.69 206.00 1.14 0.58 1.84 Area 
125% 0.90 0.69 203.00 0.93 0.59 1.85 r"2 
150% 0.91 0.69 199.00 0.92 0.59 1.85 0.9998 

Promedio 0.90 0.69 663.40 1.40 0.58 1.85 

Tabla 4 .11.3 Resultados de las respuestas para A- B. C- [). , correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C- 0+ K3!~~~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.90 0.68 1314.00 1.98 0.58 1.85 
75% 0.90 0.69 1377.00 2.02 0.59 1.85 

100·'" 0.90 0.68 198.00 1.13 0.59 1.85 Area 
125% 0.90 0.69 205.00 1.15 0.59 1.85 r"2 
150% 0.91 0.69 200.00 0.92 0.59 1.85 0.9998 

Promedio 0.90 0.69 658.80 1.44 0.59 1.85 

Figura 4 .11 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A- B. C- [). , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, 

el tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corresponde al NípasoL 
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4 .12 Nivel A- B- C- D+ 

Tabla 4.12.1 R~sultados d~ las r~pu~tas para .... - B- C- D+. corr~spa"di~"t~ a la primera r~plica. 

iar A-B-C-D+ 
Respuestas I estudiar 

K' S N R Tr Ta 
50% 0.91 0.67 1769.00 2.28 0.59 1.83 
75% 0.91 0.67 1862.00 2.31 0.59 1.83 
100% 0.91 0.68 226.00 1.21 0.59 1.82 Arel 
125% 0.91 0.67 223.00 0.97 0.59 1.82 r"2 
150% 0.91 0.68 221 .00 0.97 0.59 1.82 0.9995 

Promedio 0.67 1.82 
. 

Tabla 4.12.2 R~ultados d~ las r~p~tas para .... - B- C- D+. corr~spa"die"t~s a la s~u"cIa replica. 

estudiar Condiciones A- B- C- D+ 
Respuestle I estudllr 

K' S N R Tr TI 
50% 0.91 0.68 1856.00 2.31 0.59 1.82 
75% 0.91 0.67 231 .00 1.22 0.59 1.82 
100% 0.91 0.68 226.00 1.21 0.59 1.82 Aro 
125% 0.91 0.68 224.00 0.98 0.59 1.82 r"2 
150% 0.91 0.68 1901 .00 1.59 0.59 1.82 0.9997 

0.91 0.68 1.46 0.59 1.82 

Tabla 4.12.3 R~ltados de las resp~tas para .... - B- C- D+. corr~ndie"t~ a la t~rcera replica. 

Condiciones A- B- C., D+ 
Re,puesta' a .. tudlar 

K' S N R Tr TI 
50% 0.91 0.68 1852.00 2.31 0.59 1.82 
7~% 0.91 0.67 229.00 1.21 0.59 1.82 

100% 0.91 0.68 255.00 1.20 0.59 1.82 Area 
1~% 0.91 0.68 224.00 0.98 0.59 1.82 . r"2 
150% 0.91 0.69 222.00 0.97 0.59 1.82 0.9997 

Promedio 091 0.68 556.40 1.33 0.59 1.82 
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Figura 4.12 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A- 8- C- D+ , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona , 

el tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4,13 Nivel A+ B+ C- D+ 

Tabla 4.13.1 Resultados de las respuestas para A+ 8+ C- D+ , correspondientes a la primera replico, 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C- 0+ l{·1'''¡;'~~;!\'l~ 

Concentración Respuest .. a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 6.19 0.89 2776.00 17.19 2.21 31.56 
75% 6.12 0.89 2781 .00 17.28 2.19 31.56 

100% 6.08 0.89 2818.00 17.21 2.18 31.40. Area 
125% 6.10 0.90 2833.00 17.26 2.19 31 .60 r"2 
150% 6.08 0.90 2752.00 17.10 2.18 31 .70 0.9989 

Promedio 6.11 0.89 2792.00 17.21 2.19 31.56 
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Tabla 4.13.2 Resultados de las respuestas para A+ B+ C- D+, correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C- 0+ ~~~~~ 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona K' S N R Tr Ta 

50% 6.07 0.88 2804.00 17.14 2.18 31.56 
75% 6.14 0.89 2800.00 17.18 2.20 31.56 
100% 6.15 0.90 2746.00 17.14 2.20 31.40 Area 
125% 6.17 0.90 2757.00 17.09 2.21 31.60 rA 2 
150% 6.27 0.90 2681 .00 17.09 2.24 31 .70 0.9998 

Promedio 6.16 0.89 2757.60 17.13 2.20 31.56 

Tabla 4.13.3 Resultados de las respuestas poro A+ B+ C- D+ , correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C- 0+ .!q ,c{",¿:." 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 6.28 0.90 2785.00 17.11 2.42 31.56 
75% 6.26 0.89 2769.00 17.16 2.24 31 .56 
100% 6.24 0.90 2750.00 17.18 2.23 31.40 Area 
125% 6.26 0.90 2769.00 17.07 2.24 31 .60 rA 2 
150% 6.21 0.89 2823.00 17.06 2.22 31 .70 0.9985 

Promedio 6.25 0.90 2779.20 17.12 2.27 31.56 

Figura 4.13 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A+ B. C- D+, en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona , 
el tercer pico al Nipagín yel cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4 .14 Nivel A+ B+ C- D-

Tabla 4.14.1 Resultados de 1<1$ respuest<1$ poro /l. B. c- D-. correspondientes a la primera replica. 

estudiar Condiciones A+ B+ C- D-
Respuestas a estudiar 

K· S N R Tr Ta 
50% 6.04 1.25 18S8.oo 9.78 2.81 20.12 
75% 6.00 1.20 1875.00 9.74 2.79 20.12 
100% 5.98 1.23 1865.00 9.78 2.78 20.15 Anta 
125% 5.93 1.36 1841.00 9.70 2.77 20.10 1"'2 
150% 5.88 1.24 1815.00 9.70 2.75 20.14 0.9988 

Promedio 5.97 1.26 1850.80 9.74 2.78 20.13 

Tabla 4.14.2 Resultados de 1<1$ respuest<1$ pora i\+ B. C- D-. correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C- D-
Respuestas a estudiar 

K- S N R Tr Ta 
50% 5.88 1.35 1777.00 9.64 2.75 20.12 
75% 5.90 1.33 1747.00 9.55 2.75 20.12 

100% 5.89 1.29 1819.00 9.61 2.75 20.15 Anta 
126% 5.92 1.32 1797.00 9.62 2.76 20.10. 1"'2 
150% 5.95 1.31 1772.00 954 2.77 20.14 0.9918 

Promedio 5.91 1.32 1782.40 9.59 2.76 20.13 

Tabla 4.14.3 Resultados de 1<1$ respuest<1$ pora i\+ B. C- D-. correspondientes a la tercera replica. 

estudiar Condiciones A+ B+ C- D-
Respuestas a estudiar 

K- S N R Tr Ta 
50% 5.96 1.36 1776.00 9.54 2.78 20.12 
75% 5.94 1.37 1728.00 9.54 2.77 20.12 

100% 5.92 1.33 1685.00 9.43 2.76 20.15 Anta 
126% 5.93 1.28 1726.00 9.46 2.77 20.10 1"'2 
150% 5.92 1.25 1757.00 9.48 2.76 20.14 0.9908 

Promedio 5.93 1.32 1734.40 9.49 2.77 20.13 
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Figura 4.14 CrolMtógralM representativo bajo las condiciones A+ B+ C- D- , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, 

el tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4.15 Nivel A- B- C+ D-

Tabla 4.15.1 Resultados de las respuestas pora A- B- C+ D-, correspondientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ D- 'Kf ~:;'~ 
Concentración Re.puestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

60"10 0.98 0.77 2726.00 2.93 1.73 5. 77 
7S°¡' 0.98 0.75 2721.00 2.89 1.72 5.76 

100% 0.98 0.74 2720.00 2.90 1.72 5.76 Area 
12S% 0.98 0.73 2722.00 2.90 1.72 5.76 r'2 
150°10 0.98 0.72 2806.00 2.29 1.73 5.77 0.9992 

Promedio 0.98 0.74 2739.00 2.78 1.72 5.76 
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Tabla 4.15.2 Resultados de las respuestas pora 1\- B- C+ D-, correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ 0- J<2i4'!:.~"i 
Concentración Respuestn a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.98 0.78 2645.00 2.86 1.72 5.76 
75-/0 0.96 0.75 2647 .00 2.86 1.72 5.76 
100% 0.98 0.74 2642.00 2.64 1.72 5.76 Area 
125% 0.98 0.73 2643.00 2.84 1.72 5.76 1"'2 
150% 0.98 0.76 2645.00 2.84 1.71 5.77 0.9987 

Promedio 0.98 0.75 2644.40 2.85 1.72 5.76 

Tabla 4.15.3 Resultados de las respuestas pora A- B- C+ D-, correspondientes a la tercera replico. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ 0- J(3:~~;': 
Concentración Respuestas a esludlar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.98 0.76 2645.00 2.84 1.72 5.77 
75% 0.98 0.76 2727.00 2.86 1.73 5.77 
100% 0.98 0.74 2731.00 2.88 1.73 5.78 Are. 
125% 0.98 0.74 2819.00 2.67 1.73 5.79 1"'2 
150%· 0.98 0.73 2726.00 2.86 1.73 5.76 0.9936 

Promedio 0.98 0.75 2729.60 2.82 1.73 5.77 

Figura 4 .15 Cromatógrama representativo bajo las condiciones 1\- B- C+ D-, en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona, el 

tercer pico al Nipogín y e l cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4 .16 Nivel A+ B+ C+ D+ 

Tabla 4.16.1 Resultados de las respuestas para i\+ B+ C+ D+. correspondient es o la pri mero replico. 

Nivel a estudiar Condiciones A+ B+ C+ 0+ 
Concentración RespUftQs a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

60% 3.25 0.81 3034.00 11.14 3.71 68.63 
76% 3.24 0.81 3082.00 11.25 3.70 68.63 
100% 3.25 0.81 3167.00 11.41 3.71 71.00 Anta 
126% 3.25 0.81 3172.00 11.42 3.71 68.90 
160% 3.26 0.81 3257.00 11 .50 3.72 66.00 1 

Promedio 3.25 0.81 3142.40 11.34 3.71 68.63 

Tabla 4.16.2 Resultados de las respuestas poro i\+ B+ C+ D+ . correspondientes Q la segunda replico. 

estudiar Condiciones A+ B+ C+ 0+ 
Respuestas a estudiar 

K' S N R Tr Ta 
60% 3.26 0.81 2984.00 11.10 3.71 68.63 
75% 3.26 0 .81 3112.00 11.22 3.71 68.63 

100% 3.26 0.81 3115.00 11.41 3.72 71.00 Area 
126% 3.27 0.81 3275.00 11.45 3.73 68.90 r'2 
160% 3.29 0.81 3305.00 11.59 3.75 66.00 

0.81 3158.20 11.35 3.72 68.63 

Tabla 4.16.3 Resultados de las respuestas poro i\+ B+ C+ D+ • ""rrespondientes o la tercero replico. 

estudiar Condiciones A+ B+ C+ D+ 
Respuestas a estudiar 

K' S N R Tr Ta 
60% 3.28 0.82 3022.00 11.14 3.74 68.63 
711% 3.28 0.81 3087.00 11.36 3.74 68.63 

100% 3.29 0.81 315!!.OO 11.11 3.74 71.00 Area 
126% 3.30 0.81 3244.00 11.49 3.75 68.90 r'2 
160% 3.31 0.81 3261 .00 11.53 3.76 66.00 0.9999 

3154.60 11.39 3.75 68.63 
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Figura 4.16 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A+ B+ C+ D+, en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona , 

el tercer pico al Nipogín y el cwrto pico corresponde al Nípasol. 
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4 .17 Nivel A- B+ C+ D+ 

Tabla 4.17.1 Resultados de las resp~stas pora A- B+ C+ D+, correspondientes Q la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C+ D+ ;Il':! -:+'"":t'.,., .. >~ ... ,. 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K ' S N R Tr Ta 

50% 0.98 0.68 2257.00 2.79 1.28 4.18 
75% 0.97 0.68 1882.75 2.60 1.27 4.15 

100% 0.96 0.68 2334.00 2.82 1.27 4.14 Area 
125% 0.96 0.68 2382.00 2.85 1.26 4.14 rA 2 
150% 0.96 0.67 558.00 1.92 1.26 4.14 1 

Promedio 0.97 0.68 1882.75 2.60 1.27 4.15 
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Tabla 4 . .17.2 Resultados de las respuestas para A- B. C. D., correspondientes a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C+ D+ [!g~ ..... ", 

Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolldona K' S N R Tr Ta 

50% 0.97 0.68 2292.00 2.80 1.27 4.16 
75% 0.96 0.68 2335.00 2.82 1.27 4.15 
100% 0.96 0.68 2333.00 2.83 1.27 4.14 Area 
125% 0.95 0.68 2302.00 2.83 1.26 4.13 rA 2 
160% 0.96 0.67 554.00 1.92 1.26 4.12 1 

Promedio 0.96 0.68 1963.20 2.64 1.26 4.14 

Tabla 4.17.3 Resultados de las respuestas pora A- B. C. D+, correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B+ C+ D+ asl,,~1r: 
Concentración Respuestas a estudiar 
F urazolldona K ' S N R Tr Ta 

50·k 0.95 0.68 2295.00 2.82 1.26 4.12 
75% 0.97 0.68 2353.00 2.85 1.27 4.14 

100% 0.95 0.68 2302.00 2.87 1.26 4.13 Area 
125% 0.95 0.68 2290.00 2.84 1.25 4.09 rA 2 
160"k 0.94 0.68 243.00 1.43 1.25 4.08 0.9998 

Promedio 0.95 0.68 1896.60 2.56 1.26 4.11 

Figura 4.17 Crornatógrarna representativo bajo las condiciones A- B. C. D+ , e n donde e l segundo pico corresponde a la furazolidona, 

el tercer pico al Nipagín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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4.18 Nivel .A+ B- C+ D+ 

Tabla 4.18.1 Resultados de las respuestas pora ;\+ B- C+ D+ , correspondientes a la primera replica. 

Nivel .... t,uii"'r Condiciones A+ B- C+ 0+ 
Respuestas a estudiar 

w._ .. w_ ... K' S N R Tr Ta 
50% 4.90 0.80 3130.00 11 .26 3.80 77.66 
75% 4.86 0.80 3224.00 11 .48 3.78 77.66 
100% 4.96 0.80 3256.00 11 .41 3.84 78.30 Area 
125% 4.84 0.79 3410.00 11 .78 3.76 78.10 ," 1"'2 
150% 4.80 0.80 3292.00 11 .52 3.74 76.60 0.9983 

Promedio 4.87 0.80 3262.40 11 .49 3.78 77.66 

Tabla 4.18.2 Resultados de las respuestas pora A+ B- C+ D+, correspondient es a la segunda replica. 

iar Condiciones A+ B- C+ 0+ 
Respuestas s estudiar 

K' S N R Tr Ta 
50% 4.76 0.80 3114.00 11.32 3.71 77.66 
75% 4.83 0.80 3184.00 11.44 3.76 77.66 

100% 4.80 0.81 3224.00 11.37 3.74 78.30 Area 
125% 4.89 0.80 3396.00 11.53 3.80 78.10 1"'2 ', 

150% 4.70 0.80 3397.00 11.55 3.67 76.60 0.9993 
0.80 3263.00 11.44 3.74 77.66 

Tabla 4.18.3 Resultados de las respuestas po"a ;\+ B- C+ D+ , correspondientes a la tercera replica. 

Condiciones A+ B- C+ 0+ 
Respuestas a estudiar 

K' S N R Tr Ta 
50% 4.67 0.80 3077. OC 11.15 3.55 77.66 
75% 4.66 0.81 3136.00 11.22 3.65 77.66 

100% 4.65 0.81 3122.00 11.25 3.84 78.30 Ares 
125% 4.70 0.80 3328.00 11.46 3.68 78.10 1"'2 
150% 4.69 0.81 3307.00 11.45 3.67 76.60 0.9997 

4.67 0.81 3194.00 11.31 3.66 77.66 
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4,19 Nivel A- B- C+ D+ 

Tabla 4.19.1 Resultados de las respuestas para A- B- C. D., correspandientes a la primera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ 0+ ~..J¡¡J'''''';'' ,. ~n '~,t .... a 
Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona K' S N R Tr Ta 

50% 0.94 0.66 2120.00 2.82 1.24 4.12 
75% 0.93 0.66 2222.00 2.88 1.24 4.10 
100% 0.93 0.65 2216.00 2.87 1.23 4.09 Area 
125% 0.93 0.65 2272.00 2.93 1.23 4.09 rA 2 
150% 0.92 0.65 268.00 1.54 1.23 4.08 0.9989 

Promedio 0.93 0.65 1819.60 2.61 1.23 4.10 

Tabla 4.19.2 Resultados de las respuestas para A- B- C. D. , correspandient es a la segunda replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ 0+ ;~~~.~~ 
~ .... - .. 

Concentración Respuestas a estudiar 
Furazolidona K' S N R Tr Ta 

50% 0.92 0.66 21 99.00 2.90 1.23 4.07 
75% 0.92 0.66 2258.00 2.89 1.23 4.07 

100% 0.92 0.68 2393.00 3.00 1.23 4.07 Area 
125% 1.03 0.69 2459.00 3.02 1.30 4.07 rA 2 
150% 0.92 0.65 2846.00 1.52 1.23 4.07 0.9999 

Promedio 0.94 0.67 2431.00 2.67 1.24 4.07 

Tabla 4.19.3 Resultados de las respuestas para A- B- C. D. , correspandientes a la tercera replica. 
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Tabla 4.19 .3 Resultados de las respuestas para A- B- e- D-, correspondientes a la tercera replica. 

Nivel a estudiar Condiciones A- B- C+ D+ ;K~~: 

Concentración Respuestas s estudiar 
Furazolldons K' S N R Tr Ta 

50% 0.91 0.65 2185.00 2.87 1.23 4.06 
75% 0.91 0.64 2184.00 2.87 1.22 4.06 
100% 0.91 0.66 2245.00 2.92 1.23 4.06 Ares 
125% 0.92 0.66 2312.00 2.98 1.23 4.06 r"2 
150% 0.98 0.67 2314.00 2.94 1.27 4.06 0.9999 

Promedio 0.93 0.66 2248.00 2.92 1.23 4.06 

Figura 4.19 Cromatógrama representativo bajo las condiciones A- B- e- D- , en donde el segundo pico corresponde a la furazolidona , 

el tercer pico al Nipogín y el cuarto pico corresponde al Nípasol. 
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jlná{isis dé CJ<isuCtaáos 

5.1 Ejecución del análisis de resultados . 

Recordemos que la robustez es: "el estudio experimental de la influencia de cambios en las condiciones de 
operación del método analítico, llamado factores a los cambios, sobre las medidas o las respuestas a 
evaluar". En este capitulo se obtendrá las relaciones de la respuesta y los factores, para así poder 
entender que pasa con la respuesta al variar los factores, recordando que las respuestas a estudiar son: 
Factor de capacidad = K', Número de platos teóricos = N, Simetría =S, Factor de Correlación del área = 
r A 2, Tiempo de retención = Tr, Resolución = R, Y Tiempo de análisis = Ta, para la obtención de gráf icas y 
procesamiento de datos se utilizo el software Statgraphics plus 4.0. 

5 .2 Análisis del factor de capacidad (lC), para la furazolidona . 

La función Y(A,B,C,D) en donde A= Polaridad , B= pH, C= Longitud de columna y D: tamaño de partícula, 
siendo "Y" el factor de capacidad es representado en la figura 5.2. La "gráfica A" (del lado izquierdo), 
tenemos el cambio de la respuesta variando la polaridad y el pH , de su valor mínimo al máximo, manteniendo 
constante el tamaño de partícula y la longitud. Mientras que para la gráfica B tenemos el cambio de la 
respuesta variando la polaridad y la longitud de la columna, manteniendo constante el pH y el tamaño de 
partícula, en ambos gráficas podemos apreciar la variación drástica de la respuesta conforme variamos la 
polaridad, de tal manera que al incrementar la polaridad obtenemos va lores mayores del factor de 
capacidad, nótese el incremento del factor de capacidad al incrementar el pH. 

Gráfica A 
~rlkl. dc~ 
~·50.~·l. ' 

,., 
... 

Figura 5.2 
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5 .2.1 Efecto de los factores y las interacciones para K' , correspondiente a la furazolidona. 

En la tabla 5.2.1 de efecto estimado para K' , distinguimos que el factor que tiene un fuerte efecto sobre la 
respuesta es la polaridad, debido a su magnitud mayor, en comparación con el resto de los factores e 
interacciones. En tanto que la longitud de la columna tiene un menor efecto sobre la respuesta , por lo tanto 
al variar la polaridad tendremos un cambio más prolongado en la respuesta en comparación con el resto de 
las factores, otra forma de visualizarlo es observando la figura 5.2.1, en donde notamos que el factor 
polaridad tiene un mayor efecto. En la tabla también se reportan el efecto de las interacciones 
considerando que A= polaridad , B= pH, C= Longitud y D= Partícula, apreciamos que la interacción ABC y BC 
tienen un efecto mayor que el resto de las interacciones. 

Tabla 5 .2 .1-Efecto estimado pora K' 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 3.92 
B: pH 0 .35 

C: Longitud -0.07 
D: Partícula -0 .26 

AB 0 .36 
AC -0.20 

AD -0 .33 

BC -0.75 

BD -0.13 

CD -0.39 

ABC -0.76 

ABD -0.15 

ACD -0.30 
BCJ) -0.21 

ABCD -0.22 

I 

I 
l ' 

/ 
pH 

Figura 5.2.1 
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5.2.2 Análisis de Varianza para K' , correspondiente a la furazolidona 

Mediante la tabla 5.2.2 y la figura 5.2.2, deducimos que el factor longitud de la columna no es significativo 
por obtener valores de P mayores a 0.05, en la gráfica lo observamos por que esta por debajo de la línea 
que representa el valor mínimo del efecto estandarizado para que sea significativo. Lo que nos indica que la 
variación de los factores: polaridad, pH y Tamaño de partícula son significativos y que el cambio de la 
respuesta es proporcional a su efecto. 

Tabl.a 5.2 . 2 Análisis de varianza correspondiente a K' 

Source Sum of Squares Di Mean Square F-Ratio P-Value 

--------------------------------------------------------------------------------
A: Polaridad 184. 092 184.092 
B: pH 1. 4844 7 1. 484 47 
C: Longitud 0 . 0648454 0 . 0648454 
o : Particula 0 . 840383 0 . 840383 
AB 1. 57208 1. 57208 
AC 0 . 48 7177 0 . 48 7177 
AO 1 . 33092 1 . 33092 
BC 6 . 73257 6 . 73257 
BO 0 . 215975 0 . 215975 
CO 1. 82413 1.82413 
ABC 6 . 88208 6.88208 
ABO 0 . 280335 0 . 280335 
ACO 1 . 0977 1.0977 
BCD 0 . 531249 1 0 . 531249 
ABCO 0 . 583939 1 0 . 583939 
Total error: 1.0411 32 0.03253 45 

Total (carr . ) 209 . 061 47 

Gráfica de pareto para el factor de capacidad (K') 

A:Polaridad liiiijll ••••••••••••• ' l 
ABC 

BC 
CD 
AB 

B :~~ 
ACD 

D:Particula 
ASCD 

BCD 
AC 

ABD 
BD 

C:Longitud '-='--________________ -' 

o 20 40 60 80 

Efecto estandarizado 
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5658 . 37 0 . 0000 
45 . 63 0 . 0000 
1. 99 0 . 1677 

25 . 83 0 .0000 
48 . 32 0 . 0000 
14 . 97 0 . 0005 
40 . 91 0 . 0000 

206 .94 0 . 0000 
6 . 64 0 . 0148 

56 . 07 0 . 0000 
211.53 0 . 0000 

8 . 62 0 . 0061 
33 . 74 0 . 0000 
16 . 33 0 . 0003 
17 .95 0 . 0002 

Figura 5.2.2 
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5.2.3 RepresentacIón matemótica de la relación factores-respuesta para K' 

Mediante la ecuación 5.2.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, en 
este caso la letra A= polaridad, B= pH, C= longitud de la columna y D= tamaño de partícula, mientras que 
' y ' representa el valor del factor de capacidad K' . La aplicación inmediata es predecir el valor de K' al 
existir la variación de uno de los factores, también se pueden realizar gráficas como las mostradas en la 
figura 5.2.3, en donde tenemos líneas de contornos para K' obteniéndose al variar la polaridad y el pH , 
manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nótese que solo se esta 
realizando la variación de la respuesta con factores continuos. En las gráficas puede notar la influencia 
del factor polaridad, siendo este el que presenta el mayor efecto, por consiguiente el efecto que tiene es 
que al incrementar la polaridad existe un incremento en K', de igual manera al disminuir la polaridad se 
obtiene una disminución en el factor de capacidad. 

A 

e 

Y=-6.57+0.lOA-O.64B+O.05C+2.74D+O.01AB+O.OOAC-O.04AD-O.26BC-1.00BD­
O.33CD+O.OOABC+O.02ABD+O.OOACD+O.15BCD-O.OOABCD 

Ecuación 5 .2.3 

Grófko de contomos pora IC 6róficG de COtltomos para K' 
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5.2.4 Representaci6n gráfico de los modelos poro Furozolidono. Nipogín y Níposol. 

Al tener nosotros los gráficas de contornos para la Furazolidona. Nipagín y Níposol con respecto 01 factor 
de capacidad (ver incisos anteriores para los gráficos correspondientes a la furazolidona . mientros que 
poro el nipagín ver anexo 7.2.3 y para el Níposol ver anexo 7.3.3). podemos troslaparlos. Las líneas de color 
verde son las correspondientes a la furazolidona. las líneas de color rojo son los correspondientes al nipagín 
y las líneas azules son las correspondientes al niposo/. La aplicación inmediata es saber que posa con los 
valores de los respuestas cil estar bajo ciertos condiciones. pero ahora con respecto a los tres compuestos. 
por ejemplo al diseñar un método cromatográfico se requiere que los métodos de análisis sean cortos. al 
trabajar nosotros con polaridades bajas que tiene un efecto significativo con respecto a los tres 
compuestos. obtendríamos factores de capacidad bajos (ver figura 5.2.5. nótese que los valores de K' con 
baja magnitud de respuesta se encuentren del lodo izquierdo. para corroborar el valor aproximado. ver 
gráficos de contornos correspondiente para cada compuesto. analizado en los incisos anteriores y anexos 
correspondientes). con esto podemos obtener tiempos de análisis cortos, en adición también sabremos 
como se comporta con respecto a otras variaciones de factores. Es importante señalar que para los tres 
compuestos el factor que tiene un gran efecto es la polaridad. en adición tenemos que el tener variaciones 
muy fuertes de la polaridad obtienen cambios considerables en lo magnitud de la respuesta con respecto a 
los tres compuestos. 
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5 .3 ÁMlisis del Número de Platos teóricos para la Furazolidona. (N) 

La funci6n y (A,S,C,D) en donde A= Polaridad, S= pH, C= Longitud de columna y D= tamaño de partícula, 
siendo 'Y' el número de platos te6ricos representada en la gráfica de superficie de respuesta en la figura 
5.3. Las gráficas de superficie de respuesta para el número de platos te6ricos, teniendo la gráfica A (del 
lado izquierdo) tenemos el cambio de la respuesta variando la polaridad y el pH, de su valor mínimo al 
máximo, manteniendo constante el tamaño de partícula y la longitud de la columna. Mientras que para la 
gráfica S tenemos el cambio de la respuesta variando la polaridad y la longitud de la columna, manteniendo 
constante el pH y el tamaño de partícula, en la gráfica A observamos que al incrementar la polaridad de la 
fase m6vil existe un incremento en el número de platos te6ricos, mientras que en la gráfica S apreciamos 
algo interesante, la polaridad tiene un efecto considerable sobre la respuesta, sin embargo el factor 
longitud de la columna aparenta tener un efecto más fuerte sobre el número de platos te6ricos. 

Gráfica A 
~ .. de reqyuto N 
L..onJiUf.5.0.~.1. ' 

, .. 
... 

Gráfica B 

" 
Figura 5.3 

5.3.1 Efecto de los factores y las interacciones para N, correspondiente a la furazolidona. 

En la tabla 5.3.1 y figura 5.3.1 de efecto estimado para N, encontramos que el pH tiene un efecto pequeño 
en comparaci6n can el resto de los factores , teniendo este una dirección negativa sobre la respuesta , 
también encontramos que el tamaño de partícula tiene un efecto considerable, este resultado es de 
esperarse debido a que el área de superficie se modifica con el tamaño de partícula, esperando mayores 
número de platos teóricos al tener un tamaño de partícula pequeño, de ahí el sentido negativo que tiene 
sobre el número de platos teóricos, la polaridad es un factor importante, ya que modifica el número de 
platos teóricos, corroborándose al tener un efecto grande sobre lo respuesta en un sentido positivo, es 
decir al tener una fase polar favorece el incremento de número de platos teóricos, mientras que la longitud 
de la columna es el factor que tiene un gran efecto sobre la respuesta, considerando que este factor 
modifica el área, el factor longitud de la columna tiene un efecto importante dentro de estas condiciones 
experimentales. 

~o-
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5 .3 .2 Análisis de Varianza paro N, correspondiente o lo furozolidona 

Mediante la tabla 5.3.2 y la figura 5.3.2, deducimos que el pH es un factor no significativo por obtener 
valores de P mayores a 0.05, y en la gráfica lo observamos por que esta por debajo de la línea que 
representa el valor mínimo del efecto estandarizado para que sea significativo. Lo que nos indica que la 
variación de los factores : polaridad, Tamaño de partícula y longitud de la columna son significativos y que el 
cambio de la respuesta es proporcional a su efecto. 

Tabla 5 . 3 . 2 Análisis de varianza correspondiente a N 

Source Sum of Squares Di Mean Square 

A: Polaridad 2 .39629E7 2 . 39629E7 
B: pH 88515 . 7 88515.7 
C: Longitud 4.74614E7 4 . 7 4614E7 
D: Particula 6.2364E6 6 . 2364E6 
AB 3771 44. 0 377144 . O 
AC 365761. 0 365761 . O 
AO 896738.0 896738 . 0 
BC 2 . 50639E6 2 . 50639E6 
BO 2 . 98519E6 2 . 98519E6 
CO 4 . 9882 lE:6 4.98821E6 
ABC 3 .8272 8E6 3.82728E6 
ABO 6.15993E6 6 . 15993E6 
ACD 127303 . O 127 J03 . O 
BCD 59027 . 7 59027 . 7 
ABCO 32160 . O 1 32160 . 0 
Total error 82 1558 . 0 32 25673 . 7 

Total (carr . ) 1. 00896E8 47 

6rátiCQ de pardo para N 

C:Longitud líiiiiiiiiiiiiiiíiiiiíiiiiiiiiiiiiii.-l 
A:PoJandad 
O:Particula 

ABO 
CO 

ABC 
BO 
BC 
AO 
AB 
AC 

ACO 

~8~ 
ABCO 

~~--~------~----~----~------~ 
o 10 20 30 40 50 

Ef_ estandarizado 

-82 -

F-Ratio P-Value 

933 . 36 0 . 0000 
3 . 45 0 . 0726 

1848 . 64 0 . 0000 
242 . 91 0 . 0000 

14 . 69 0 . 0006 
14 .25 0 . 0007 
34 . 93 0.0000 
97 . 62 0 . 0000 

116.27 0 . 0000 
194 . 29 0 . 000 0 
149 . 07 0 . 0000 
239 . 93 0.0000 

4 . 96 0 . 0331 
2 . 30 0 . 1393 
1.25 0 . 2714 

Figura 5,3.2 
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5.3.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para N' 

Mediante la ecuación 5.3.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta , en 
este caso la letra A= polaridad, B= pH, C= longitud de la columna y D= el tamaño de partícula , mientras que 
·y · representa e l valor de número de platos. La aplicación inmediata es predecir el valor de N al existir la 
variación de uno de los factores , también se pueden realizar gráficas como las mostradas en la f igura 5.3.3, 
en donde tenemos líneas de contornos para N obteniéndose al variar la polaridad y el pH, manteniéndose 
constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nátese que solo sé esta reali zando la 
variación de la respuesta con factores continuos. 

Y= 2278.54+ 1413 .12A-85.898+ 1988. 75C-720. 90D-I77 .28A8+ 174 .59AC-273.37 AD-
457.02BC+498.778D-644.74CD-564. 75ABC+ 716.47 A8D-103.00ACD-70.14BCD+51.77 ABCD 

Ecuación 5.3.3 

A B 
Gróflca de ,am""" .. 6r6fico di contomos 
~.5.0.~ .. 1 .5 -!5.o,Paot1aN.a.o 

(1 /;~ 
N N 

- 1000.0 - 10000 .. - 1200.0 . .. - 1200.0 
1400.0 1400.0 

- 1600.0 - 1600.0 
:¡ - 1800.0 i - 1800.0 

J.' - 2000.0 J.' - 2000.0 
- 2200.0 - 2200.0 
- 2400.0 2400.0 

2600.0 
25 , .. - 28000 

•• •• 7J n " .. •• •• 7J n 8 1 .. ......... . ........ 
Figura 5.3.3 

e o 
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En las gráficas de contornos pueden apreciar el efecto de los factores , nótese que la polaridad tiene un 
efecto positivo sobre la magnitud de los platos teóricos, ya que se ve reflejado al incrementar la polaridad 
de la fase móvil , es decir al tener mayor composición de la fase acuosa. También existe un incremento en 
el número de platos teórico, al tener un aumento en la longitud de la columna, obsérvese los valores de la 
grafica A o B, con respecto a la gráfica C y D, mientras que el tamaño de partícula tiene un efecto negativo 
sobre la respuesta, comparando entre la gráfica D con respecto a la gráfica C, ya que en esta ultima se 
obtienen valores más pequeños de la respuesta, mientras que para el pH no se observa una tendencia 
importante sobre la respuesta. 

En la figura 5.3.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1, es así que analizamos la tendencia de la respuesta (valor 
izquierdo), en nuestro estudio para esta respuesta la polaridad y longitud tienen un efecto importante, lo 
cual lo apreciamos en estas gráficas, nótese que al pasar al nivel alto del factor obtenemos un incremento 
del número de platos teóricos, en adición anexamos el residual correspondiente a cada vértice (valor 
derecho), indicando la variación de nuestro sistema al colocarnos en esas condiciones experimentales, por 
ejemplo en nuestro caso las menores variaciones del sistema las obtenemos al encontrarnos en los vértice B 
y ABCD (gráfica A,B y C) que pudieran no ser las mejores condiciones de trabajo. 

A 

.... ,;;:"~.'>i33;;¡' ~, =.-4----_J..o 
~06701=1=-92.7882 !!!~.21 · !?·~ 

5 65.0" 22M Z- A:61.87!!1t.5 pH 

85.0 

Figura 5.3.4 
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e 
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5 .3.4 Representaci6n gráfica de los modelos para Furazolidona, Nipagín y Nípasol para N 

Al tener nosotros las gráficas de contornos para la Furazolidona, Nipagín y Nípasol con respecto al Número 
de platos teóricos (ver incisos anteriores con respecto a la furazolidona, mientras que para el nipagín ver 
anexo 7.4.3 , siendo el anexo correspondiente al Nípasol 7.5.3), podemos traslapar las. Las líneas de color 
azul son las correspondientes a la furazolidona, las líneas de color rojo son las correspondientes al nipagín y 
las líneas verdes son las correspondientes al nipasol. La aplicación inmediata es saber que pasa con los 
valores de las respuestas al estar bajo ciertas condiciones, pero ahora con respecto a los tres compuestos, 
por ejemplo al diseñar un método cromatográfico se requiere cumplir ciertos requisitos uno de ellos es el 
tener un valor adecuado de platos teóricos, este es seleccionado bajo el criterio de las condiciones de 
trabajo optimas, así mismo que dentro de tiempos de análisis cortos, al ver la figura 5.3.5, nótese que los 
valores de N con baja magnitud de respuesta se encuentren del lado izquierdo, para corroborar el valor 
aproximado, ver gráficas de contornos correspondiente para cada compuesto, analizado en los incisos 
anteriores y anexos, con esto podemos obtener tiempos de análisis cortos, en adición también sabremos 
como se comporta con respecto a otras variaciones de factores . Es importante señalar que para los tres 
compuestos el factor que tiene un gran efecto es la longitud de la columna, Siguiendo la polaridad , sin 
embargo las diferencias más marcadas uno con respecta a otro compuesto es las que existen entre las 
influencias de los factores pH y tamaño de partícula, ya que para la nipagín todos son significativos, para la 
furazolidona solo el pH no es significativo, mientras que el tamaño de partícula lo es para el Nípasol. 

:¡ 

GNfica de contOl"nOS para N 
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5.4. Análisis de la simetría para la Furazolidona. (S) 

La función Y (A ,S,C,D) en donde A= Polaridad, S= pH: C= Longitud de columno y D= tamaño de partícula, 
siendo ' Y' la simetría representada en la gráfica de superficie de respuesta en la figura 5.4. En la gráfica 
A observamos que la polaridad mantiene la simetría del pico por valores muy bajos, mientras que el pH 
incrementa de manera drástica el valor de la simetría del pico, sin embargo hay que considerar que los 
valores óptimos de la simetría se manejan dentro de los rangos de 0.8 y 1.2. Mientras tanto en la gráfica S 
podemos decir que posiblemente la polaridad no t iene un efecto considerable, ya que parece que el 
desdoblamiento de la gráfica solo es debido a la longitud de la columno, teniendo este un efecto negativo 
sobre la respuesta 

Gráfica A Gráfica B 

:.::rl:----::.:~¿¡;.¡i4,;¡'-I 
51.17 

O.'7[ Li!fflitrl o.n~ 

.. -- Figura 5.4 

5.4.1 Efecto de los factores y las interacciones para S , correspondiente a la furazolidano . 

En la tabla 5.4.1 y figura 5.4.1 de efecto estimado para S con respecto a la furazol idono, tenemos que los 
factores polaridad, pH y tamaño de partícula tienen un efecto positivo sobre la respuesta, mientras que la 
longitud de la columno tiene un efecto negativo sobre la respuesta, cabe señalar que este es el efecto más 
grande para la respuesta con respecto a los factores puros e interacción de factores. En la figura 5.4.1 
apreciamos que la longitud de la columno es el efecto más grande. 

~6-
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Tabla 5.4 .1-Efecto estimado para S 

Factor o interacción Efecto 
A: Polar idad 0.10 

B: pH 0.05 
C: Longitud -0.18 
D: Partícula 0.11 

AB 0.11 
AC -0.14 
AD 0.07 
BC -0.14 
BD -0.04 
CD 0.13 

ABC -0.07 
ABD -0.11 
ACD 0.11 
BCD 0.14 

ABCD 0.63 

o." .--------------, 

Figura 5.4.1 
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5.4.2 Análisis de Varianza para S, cOITespandiente la ful'azolidOllQ. 

Mediante la tabla 5.4.2 y la figura 5.4.2 se muestra que factores o interacci6n de factores son 
estadísticamente significativos, mediante este análisis deducimos que todos los factores son 
estadísticamente signif icativos, mientras que para la interacci6n de los factores tenemos que todos son 
estadísticamente significativos. Señalando que en la figura 5.4.2 se muestra otra forma de visualizar los 
factores significativos, siendo que están por encima de la línea que representa el valor mínimo para que 
estos sean signif icativos. 

Table 5.4 . 2 Analysis of Variance f o r S - Furazolidona 

Source Sum of Squares Of Mean Square F-Ratio P-Value 

--------------------------------------------------------------------------------
A:Polaridad 0 . 112162 0 . 112162 155.25 0 . 0000 
B: pH 0 . 0301753 0 . 0301753 41. 76 0.0000 
C: Longitud 0 .380297 0 . 380297 526 . 28 0 . 0000 
D: Particula 0 . 157266 0 . 157266 217.64 0 . 0000 
AB 0 .149669 0 . 14 9669 207 . 15 0 . 0000 
Ae 0 . 243604 0 . 2 4360 4 337 . 12 0 . 0000 
AD 0 . 0651582 0 . 0651562 90 . 17 0 . 0000 
Be 0 . 230811 0 . 230611 319 .4 1 0 . 0000 
BO 0 . 01571 44 0 . 01571 44 21 . 75 0 . 0001 
CO 0 . 210079 0 . 2 10079 290 . 72 0.0000 
ABC 0 . 0562726 0 . 0562726 77 . 87 0 . 0000 
ABO 0 . 149576 0 . 149576 207 . 00 0 . 0000 
Aeo 0 . 143936 1 0 . 143936 199 . 19 0 . 0000 
BCD 0 . 230672 1 0 . 230672 319 . 22 0 . 0000 
ABCO 0 . 047911 9 1 0.0479119 66 . 30 0.0000 
Total error 0 . 0231235 32 0 . 000722609 

Total (corr . ) 2 . 2 4647 47 

Gráfica de pardo para la simetría 

C: Longitud fliiiiiiiiiiiiiiiijiiiíiiii'l 
~8 

BEO 
O:ParticuPa 

AB 
ABO 
ACO 

A:J>olaridad 
AD 

ABC 
ABCO 
B :~~ 

~~~~~--~--~----~--~~----~ 
o 4 8 12 16 20 24 

Efecto cstandarizodo 
Figura 5.4.2 
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5.4.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para "S" 

Mediante la ecuación 5.4.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, en 
este caso la letra A= polaridad, B= pH, C= longitud de la columna y D= el tamaño de partícula, mientras que 
' y . representa el valor de la simetría. La aplicación inmediata es predecir el valor de S al existir la 
variación de uno de los factores , también se pueden realizar gráf icas como las mostradas en la figura 5.4.3, 
en donde tenemos líneas de contornos para S obteniéndose al variar la polaridad y el pH, manteniéndose 
constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nótese que solo sé esta realizando la 
variación de la respuesta con factores continuos. 

Y=11.60-0.18A-3.953B-O.2OC-2.32D+O.06ABO.01"'C+O.04AD+O.18BC+O.78BDO.04CD-O.OO"'BC­
O.OlABD-O.OO"'CD-O.04BCD+O.OO"'BCD 

A 
GÑfIcodo_ 

· '. O.~·3 . 5 

..• 
:¡ 

3.' 

2.' 6' 6. 73 n 81 8. .......... 

e 6rdf lco do ........... para S 

. 1'.O.'IIrf'Icdo· S.5 , . 
..• 

:¡ 
,-' 

2:~ 
6' 6. 73 n 81 8. 

r ......... 

S 
- 0.6 
- 0.7 

0.8 
- 0.9 
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B 

' .5 

i 

GNflcodo ................ S 

Ecuación 5.4 .3 
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Figura 5.4.3 
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En la gráfica A de la figura 5A3 notamos que el pH tiene un efecto considerable sobre la respuesta, ya 
que conforme disminuimos el valor del pH obtenemos incrementos en la respuesta , mientras que para la 
polaridad se observa poco cambio en el valor de la respuesta , nótese que se encuentran paralelas las líneas 
de contorno y casi se puede obtener cualquier valor de ellas. En la gráfica B aparece todo lo contrario a la 
gráfica A, es decir que la influencia de poner un tamaño de partícula grande, obtiene el cambio del valor de 
la simetría conforme variamos el valor de la polaridad , nótese que al incrementar el valor de la polaridad se 
obtiene un incremento en los valores de la simetría En la gráfica C tenemos una mayor influencia del resto 
de los factores estopor la mayor deflexión de las líneas de contornos, y por ultimo tenemos que la gráfica 
D tiene un comportamiento muy parecido a la gráfica B, es decir el cambio del valor de la simetría 
conforme el cambio de la polaridad. 

En la figura 5.4.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta , en ' las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta , al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el valor de la respuesta al 
posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del sistema al 
ejecutarse en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que al colocarnos en los vértices 
ABCD , ACD , AD y ABD obtenemos buenas condiciones de trabajo con respecto a la respuesta , mientras que 
para ABCD y ABD tenemos buenas condiciones de trabajo tanto para respuesta y variabilidad , 
considerando que los valores apropiados de simetría son entre 0.8 y 1.2. 

Figura 5.4.4 
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5 .4.4 Representación gráfica de los modelos para furazolidona, Nipagín y Nípasol para S 

Al tener nosotros !as gráficas de contomos paro la furazolidona, nipagín y nípasol con respecto a la 
simetría (ver incisos anteriores con respecto a la furazolidona y para el nipagín ver onexo 7.6.3, mientras 
que para el nípasol se encuentran en el anexo 7.7.3), podemos traslaparlas. Las líneas de color azul son las 
correspondientes a la furazolidona, las líneas de color rojo son las correspondientes al Nipagín y las líneas 
verdes son las correspondientes al Nípasol. Al tener este tipo de graficas nos da información de cómo esta 
variando nuestra respuesta en función de los factores, pero ahora considerando los tres compuestos, es un 
hecho que en la cromatografía una de las respuestas que presenta problemas es la simetría, conociendo que 
factores influyen más sobre la respuesta se podrá resolver este problema indicando bajo que condiciones 
se podrá encantará el valor de la respuesta deseado o una aproximación del valor, considerando que no 
siempre se puede obtener todo, por ejemplo en la figura 5.4.5 se encuentra el comportamiento de la 
respuesta simetría bajo las condiciones de trabajo, el punto señalado con la estrella representa las 
condiciones necesarias para obtener W"IO simetría aproximadamente de 0.8 para los tres compuestos, 
siendo una respuesta adecuada. considerando que este parámetro debe encontrarse entre 0.8 y 1, nótese 
que no en todas los graficas se puede encontrar la respuesta deseada. 

A 6rótieo de contornos ,.,. S 6Nfk.o cM contomos poro s B 

S 
- 0.62 - 0.67 

- 0.67 4.5 - 072 

- 0.72 - 071 

- 0.77 - 0.82 

i. - 0.82 i. - 087 

- 0.87 3.5 - 092 

- 0.92 
- 0.97 
- 1.02 

2.5 

65 69 73 n SI SS 
6. 69 73 n 81 85 

Polondod - Figura 5.4.5 
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,:~ , - 074 
- 0.76 
- 078 
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5.5 Análisis rAZ correspondiente o lo furozolidono 

La funci6n Y (A,B,C,D) en donde A= Polaridad, B= pH, C= Longitud de columna y D= tamaño de partícula, 
siendo ·y· el factor determinaci6n (r A 2) para la furazol idona. En lo f igura 5.5 se muestra graficas de 
superficie de respuesta, n6tese que en ambas graficas la variaci6n corresponde a milésimas y dentro de un 
rango confiable , sin embargo nos podemos encontrar con lineamientos rigurosos, n6tese el decremento de 
la respuesta al incrementar la polaridad. 

Gráfica A 
6rófa de ..."...,iCMi de t'ClfIUU1o paro .. &2 del GreQ 

pH .3 .0.~.".O 

"'ªjijil '11 ª.~:, ........ ........ 
Figura 5.5 

Gráfica B 
6r6ficG de ...,-fJci4 de r"'t.SptIU1'o poro r-Z ckl aNO 

~!5.O.~.J. !5 

5.5 .1 Efecto de los factores y los interacciones poro rAZ, correspondiente o lo FurozolidonG. 

En la tabla 5.5.1 y figura 5.5.1 de efecto estimado para r A 2 con respecto a la furazol idona, observamos que 
los factores y grupo de interacci6n de factores no tienen un efecto muy grande sobre la respuesta, esto se 
puede apreciar en los valores pequeños que tienen sus efectos, sin embargo notamos que el efecto m6s 
grande es el correspondiente al tamaño de partícula, y el factor con el efecto m6s pequeño es la longitud, 

PCOCOI) .... , 
.... .. " 

/ ,.f" \ / " .. / ... . '" 
pi-! 

Longitucl 
Partlcula 

Figura 5.5.1 
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Tabla 5 .5 .1-Efecto estimado J)~"~_ r~2 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad -0.0013 
B: pH 0.0004 

C: Longitud 0.0008 
D: Partícula 0.0020 

AB -0.0002 
AC -0.0014 
AD 0.0010 
BC 0.0006 
BD -0.0001 
CD -0.0005 

ABC 0.0002 
ABD 0.0003 
ACD -0.0012 
BCD -0.0003 

ABCD -0.0000 

5.5.2 Análisis de Varianza para r A 2 área, correspondiente a la furazolidona . . 

Mediante la tabla 5.5.2 y la figura 5.5.2 se muestra que factores o interacción de factores son 
estadísticamente significativos, mediante este análisis deducimos que los factores polaridad y tamaño de 
partícula son significativos, siendo el pH y la longitud factores estadísticamente no significativo, esto ya 
se elucidaba por los valor pequeño de su efecto. Mientras que en la figura 5.5.2 se muestra otra forma de 
visualizar los factores significativos, siendo que están por encima de la línea que representa el va lor mínimo 
para que estos sean significativos. 

Table 5.5 2 AnCll ysis o f Va r iance for r"2 - Furazolidona 

Sou r ce Sum of Squares Df Mean Squa re F-Ratio P-Value 

A: Polaridad D.0000206719 0 . 0000206719 4.26 0.0471 
B : pH 0.00000204188 0 . 0000020 4188 0 .4 2 0.5210 
C;Longitud 0.00000825021 0 . 0000082502l 1. 70 0.2013 
D:Particula 0.0000470052 0 . 0000 470052 9.70 0 .0039 
AB 6 . 30208E-7 6.30208E-7 0 . 13 0 . 7208 
AC 0.0000225 502 0 . 0000225502 4.65 0 . 0386 
AD O. DOO0109252 0.0000109252 2.25 0.1431 
BC 0 . 00000 475021 1 0.00000475021 Q.98 0 .32Q7 
nD 2.26875E-7 2.26875E- 7 0 . 05 0 . 8301 
CD 0.00000368521 0 . 00000368521 0.76 0.3898 
ABC 5 . 00 208E- 7 5.00208E-7 0.10 0.750 1 
ABD 0.00000136688 0 . 00000136688 0.28 0.5991 
ACD 0.0000181302 0 . 000018130 2 3.74 0 .0620 
BCD 9 . 91875E- 7 9.91875E - 7 0.20 0.6541 
ABCD 4 . 6875E- 8 1 4.6875E-8 0.01 0.9223 
Total er r or 0.000155127 32 0.0000048477 1 

Total (co rr. ) 0.000296 9 47 
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Gráfica de parcto para r-Z de la área 

o 
Ef .... ostondarizodo Figura 5.5.2 

5 .5.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para r A 2. 

Mediante la ecuación 5.5.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, en 
este casa la letra A= polaridad, B= pH, C= longitud de la columna y D= tamaño de partícula, mientras que 
· V· representa el valor de r A 2. La apl icación inmediata es predecir el valor de r A 2 al exist ir la variación de 
uno de los factores , también se pueden realizar gráficas como las mostradas en la f igura 5.5.3 

Y=1.04-0.00A+O.01B-O.01C-.011:>-O.OOAB+O.OOAC+O.OOAI:>-O.OOBC­
O.OOBI:>+O.OOCI:>+O.OOABC+O.OOABI:>-O.OOACI:>+O.OOBCI:>-O.OOABCI:> 

_doeont_ 
·'. O.~·l 5 

\\ 
r2area 

I 
- 0995 •. , - 0.99585 
- 0.9967 
- 0.99755 

i - 0.9984 
l .' - 099925 

- 1.0001 

... 
" •• 13 T7 '1 " -- Figura 5.5.3 
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En la figura 5.5.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde tod9 los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el valor de la respuesta al 
posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del sistema al 
ejecutarse en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que para esta respuesta existe poca 
variación y con un buen valor de respuesta, podemos decir que la respuesta es robusta frente a los 
factores , cabe señalar que para el tamaño de partícula se ve influenciada de cierta manera. 

A 

} 

Gráfica de albo para ,.AZ 6reo. 
~.l. 5 

Figura 5.5.4 

6réf~ de cubo ,.,.. ,."2 de ÓJ'M 
~·l'. O 

.0 

l·¡.;:¡,.O'-"-=_·OO","_""""","!!.k:; --- e 
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5.6 Análisis del tiempo de retención (Tr). para la furazolidona. 

La función Y(A .B.C.D) en donde A= Polaridad, B= pH, C= Longitud de columna y D= tamaño de partícula, 
siendo 'Y" el tiempo de retención es representado en la figura 5.6. El tiempo de retención es una de las 
respuestas importantes dentro de cromatografía, sin embargo esta es una de las respuestas que se ve 
afectada por mayor medida, por un gran número de factores, en la gráfica A observamos el 
comportamiento de la respuesta en función de 10 polaridad y la longitud de la columna, notando que el 
incremento de la polaridad trae consigo un incremento en el tiempo de retención y que sé vera aún mayor al 
aumentar la longitud de la columna, mientras que eñ la gráfica B apreciamos no-solo el incremento de la 
respuesta con la polaridad, se nota que la aumento del tamaño de partícula conlleva a un decremento en la 
respuesta, así mismo observamos que el pH tiene un efecto positivo sobre la respuesta, nótese en la 
grafica C. 

Gráfica A 
W4fico do -.orl1cM do ............. T, 

pH:3.0.Partoculoa-3.!i 

Gráfica e 

l0r=---t---__ ~~ 

Figura 5.6 
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5.6.1 Efecto de los factores y las interacciones para Tr, correspondiente a la furazolidona . 

En la tabla 5.6.1 de efecto estimado para Tr, distinguimos que el factor que tiene un fuerte efecto sobre la 
respuesta es la polaridad, debido a su magnitud mayor, en comparación con el resto de los factores e 
interacciones. En tanto que la longitud de la columna y el pH tiene un menor efecto sobre la respuesta en 
un sentido positivo, mientras que el tamaño de partícula tiene un efecto negativo sobre la respuesta, otra 
forma de visualizarlo es observando la figura 5.6.1, en donde notamos que el factor Polaridad tiene un 
mayor efecto, note también la pendiente en relación con la dirección de la respuesta. 

Tabla 5 .6 .1-Efecto estimado para Tr 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 2.98 
B: pH 0.92 

C: Longitud 0.73 
D: Partícula -1.40 

AB 0.93 
AC -0.11 
AD -1.11 
BC -1.10 
BD -0.73 
CD 0.54 

ABC -1.10 
ABD -0.75 
ACD 0.71 
BCD 0.92 

ABCD 0.91 

, / //"-., 

Polaridad 
pH 

Longitud 

Figura 5.6.1 
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5 .6 .2 Análisis de Varianza para Tr. correspondiente a la furozolidona 

Mediante la tabla 5.6.2 y la figura 5.6.2. deducimos que todos los factores son significativos. teniendo 
mayor relevancia la polaridad y el tamaño de partícula. al igual que todos las interacci6n de los factores 
tiene una influencia estadística sobre la respuesta. 

Tabla 5.6.2 Análisis de varianza correspondiente a Tr 

Source Sum of Squares l- Df Mean Square F-Ratio P-Value 

A: Polaridad 106 . 908 106 . 908 9294 . 26 0 . 0000 
B : pH 10 . 1374 10 . 1374 881. 31 0 . 0000 
C: Longitud 6.47131 6 . 47131 562.60 0 . 0000 
o : Particula 23 .4 421 23 .4421 2037.98 0 . 0000 
AB 10 . 2981 10 . 2981 895 . 29 0 . 0000 
AC 0.139677 0.139677 12.14 0 . 0015 
AO 14 . 9139 14 . 9139 1296 . 57 0 . 0000 
BC 1 4 . 3812 14 . 3812 1250 . 26 0 . 0000 
BO 6 . 36789 6 . 36789 553 . 61 0 .0000 
CO 3 . 43518 3 . 43518 298 . 64 0 . 0000 
ABC 14 . 5835 14 . 5835 1267 . 85 0 . 0000 
ABO 6.70395 . 70395 582 . 82 0 . 0000 
ACO 6 . 10663 6.10663 530.89 0.0000 
BCD 10 . 0911 1 10 . 0911 877 . 29 0 .0000 
ABCO 9 . 93529 1 9.93529 863 . 7 4 0 . 0000 
blocks 0 . 0139176 2 0.00695882 0 . 60 0 .5526 
Total error 0 . 345078 30 0 . 0115026 

Total (corr.) 244 . 274 47 

Gráfica de pareto para el Tr 

A:Polaridad riiiiiiii,.iiiiiiiiiíiiiiiiiíiíiiiiiill O:Particula 
AO 
A~8 

AB 

~¡Il~ 
ABCO 

ABO 
C:LongiW8 

A~B 
AC 
~~--~--~~--~----~~--~ 
o 20 40 60 80 100 

Efecto estandarizado 
Figura 5.6.2 
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5 .6 .3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para Tr 

Mediante la ecuaci6n 5.6.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, en 
este caso la letra Á= polaridad , B= pH, C= longitud de la columna y D= tamaño de partícula, mientras que ·y· 
representa el valor que puede tener Tr. La utilidad de este tipo de ecuaciones es poder indicar el valor del 
tiempo de rdenci6n bajo ciertas condiciones, teniendo la posibil idad de establecer un tiempo de retenci6n 
para un mejor comportamiento del método. En la f igura 5.6.3 apreciamos las gráficas de contornos para la 
furazolidona, variando la polaridad y el pH de la fase m6vil, manteniendo constante los factores no 
continuos, apréciese que se obtienen t iempos más ¿Ortos al utilizar una longitud de columna más corta, así 
mismo el incremento de la polaridad, nos conlleva a tiempos de rdenci6n más largos. 

y= 115.24-1. 77 Á-45. 99B-9 .31C-22.321>+0. 71"'S+0.15"'C+0.34ÁI>+3.2 5BC+8. 90BI>+ 1. 72CD-0.05"'BC-
0.14..,BI>-0.03..,CD-0.63BCI>+0.01ÁBCD 

Ecuación 5 .6 .3 

A 6r6fica de contomo. pro TI' B Gráfic4 do eontom>. poro Tr 
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En la figura 5.6.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1, es así que anal izamos la tendencia de la respuesta (valor 
izquierdo), en nuestro estudio para esta respuesta la polaridad tienen un efecto importante, lo cual lo 
apreciamos en estas gráficas, nótese que al pasar al nivel alto del factor obtenemos un incremento del 
tiempo de retención, en adición anexamos el residual correspondiente a cada vértice (valor derecho), 
indicándonos la variación de nuestro sistema, ya que dentro de los métodos cromatográficos es conveniente 
que exista poca variación en el tiempo de retención. 

B 

.0 

Figura 5.6.4 
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!S.7 Análisis del tiempo de análisis o tiempo de retenci6n para el Nípasol (Ta). 

En la figura 5.7 se muestran las graficas de superficie de respuesta correspondientes al tiempo de 
retención del Nípasol , o de manera análoga al tiempo de análisis, corresponde al ultimo compuesto en eluir 
de la columna, independiente que el tiempo de retención es una respuesta importante, siendo el ultimo 
tiempo de retención cobra un valor extra, ya que nos confiere el tiempo de análisis de la corr ida 
cromatografica, es preferente tener un tiempo corto. El analizar las gráficas observamos un 
comportamiento similar a la furazolidona, en la "grafica A" nos podemos percatar que el incremento en la 
polaridad nos conlleva a tener tiempos de análisis más largos, así mismo observamos que el pH no conlleva a 
cambios drásticos en la respuesta, mientras que en la "gráfica S" notamos no solo la influencia de la 
polaridad sobre la respuesta, ya que también nos indica que la longitud de la columna es un parámetro 
importante, ya que el utilizar columnas largas nos llevara a tener corridas cromatográficas más largas. 
Anal izando la "gráfica C" podemos percibirnas que el tamaño de partícula juega un papel importante en el 
incremento o disminución de la respuesta, indicando la gráfica que el incremento en el tiempo de análisis 
será aun mayor al utilizar longitudes de columna largas y tamaño de partícula pequeño. 

Gráfica A Gráfica B 
""'" IC;G de suparf'k:ie rcspuuto paro To Gt-óflc. do -'Ic~ ....,....t. pcra , . 
~.'.O.~.S.5 

- 85 

Gráfica e 
_lea do ~lcic I'tspuosta para T. 

,...S.O.lMIfhuII-5.0 

Figura 5.7 
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!5. 7.1 Efecto d~ los factores y las i"t~raceiones para T a. 

En la tabla 5.7.1 observamos el efecto y tendencia de los factores sobre la respuesta, como era de 
esperarse la polaridad representa el factor con mayor efecto y teniendo una dirección positiva sobre la 
respuesta, mientras que para el factor longitud de la columna tiene un efecto positivo, con respecto al 
tamaño de partícula tenemos un efecto pequeño, pero con una dirección negativa sobre la respuesta , entre 
tanto que para ~I factor pH se tienen un efecto muy pequeño con sentido negativo sobre la respuesta, otra 
forma de visualizarlo es mediante la figura 5.7.1. 

Tabla 5.7.1-Efecto estimado para Ta 
Factor o int~racción Ef~cto 

A: Polaridad 53.25 
B: pH -0.09 

C: Longitud 32.86 
D: Partícula -4.92 

AB -0.07 
AC 29.71 
AD -4.18 
BC -0.63 
BD -1.83 
CD -10.60 

ABC -0.63 
ABD -1.88 
ACD -9.73 
BCD -1.95 

ABCD -1.97 

~.-------------------~ 

T. : / _ / ____ 
: / . 

Polaridad 
pH ParticuJa 

Figura 5.7.1 
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5 .7.2 ~nálisis de Varianza para Ta. 

Hasta este momento sabemos cual es el efecto que tienen los factores sobre la respuesta, pero mediante 
la tabla 5.7.2 y la figura 5.7.2 apreciaremos cual factores son estadísticamente significativos, de ahí 
deducimos que la polaridad, longitud de la columna y tamaño de partícula son ·estadísticamente 
significativas, mientras que para el pH no lo es. 

Tabls. 5 . 7 . 2 Análisis de varianza correspondiente a Ta 

Source Suro o f Squares Df Mean Square F-Ratio p-val ue 

--------------------------------------------------------------------------------
A:Polaridad 34020 . 6 34020 . 6 
S:pH 0 . 091 4991 0 . 0914991 
C : Longi tud 12953 . 9 12953 . 9 
D: Particula 290 . 367 290 . 367 
AS 0 . 0556445 0 . 0556445 
AC 10594 . 4 10594 .4 
AD 209 . 72 209 . 72 
SC 4. 72715 4 . 72715 
SO 40 . 0239 40 . 0239 
CD 1349 . 56 1349.56 
ABC 4.69169 4.69169 
ABO 42 . 637 42 . 637 
ACD 1136 . 21 1136 . 21 
BCD 45 .4 93 1 45 . 493 
ASCO 4 6 .4139 1 46 . 4139 
block s 0 . 391103 2 0 .195551 
Tot.al erro r 37.723 30 1.25743 

Total (co rr. ) 60777 . 1 47 

Gráfico de pereto poro Ta 

A:Polaridad l1iiiiiiiiiijiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiíiii.~l 
C:Longi~~ 

A8B 
D:Particula 

AB~B 
BCD 

Ai§ 
ABC 
B :X~ 

~----~----~--~----~----~----~ o 30 60 90 120 150 180 

Efecto estandarizado 
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27055 . 63 0 . 0000 
0 . 0 7 0 . 7892 

10301.88 0.0000 
230 . 92 0 .0000 

0 . 04 0 . 8348 
8425 .44 0 . 0000 

166 . 78 0 . 0000 
3 . 7 6 0 . 0620 

31.83 0.0000 
1073 . 26 0 . 0000 

3 . 73 0 . 0629 
33 . 91 0 . 0000 

903.59 0 . 0000 
36 . 18 0 . 0000 
36 . 91 0 . 0000 

0 . 16 0 .8567 

Figura 5.7.2 
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5 .7.3 Representación matemótica de la relación factores-respuesta para Ta 

Mediante la ecuación 5.7.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta , en 
este caso la letra A= polaridad, B= pH , C= longitud de la columna y D= el tamaño de partícula, mientras que 
' y . representa el valor que puede tener Ta. Al tener la ecuación podemos decir el valor que toma ·y· al 
variar A, B, C y D, así mismo podemos construir gráficas de contornos, en donde podemos apreciar el 
comportamiento de la respuesta bajo el campo de estudio, se encuentran en la figura 5.7.3, en las gráficas 
podemos apreciar la fuerte influencia que tiene la polaridad sobre la respuesta, debido a que la línea de 
repuesta cambia conforme nos movemos del valor del efecto, nótese también el efecto de la longitud de la 
columna, con columna pequeña tiempos de análisis más cortos. 

A 

oH 

e 

oH 

y= 197.38-3.07 A-27.068-3 3. 8OC-3 8.95D-0. 42A8+0 .53AC+0.61AD-5. 48BC-
7.098D+3.20CD+0.08ABC+0.11A8D-0.05ACD +1.37BCD-0.02ABCD 

Ecuación 5.7 .3 
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En la figura 5.7.4 se muestran las gráficas de cubo correspondiente al tiempo de retención del Nípasol o 
tiempo de anál isis, podemos observar el cambio que t iene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo 
hacía el alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todos los factores se encuentran en 
su nivel bajo, en este caso se representa como 1, es así que analizamos la tendencia de la respuesta (valor 
izquierdo), nótese el incremento de respuesta por la polaridad y longitud de la columna, sin embargo 
mediante el cubo podemos identificar el área deseada de trabajo , ya que lo preferente es tener tiempos de 
análisis cortos por ejemplo los puntos C, AC, BC, CD Y BCD, evitando el resto de las áreas en donde se 
encuentran tiempos de análisis largos (cubo A), hay que considerar que no se puede escoger la respuesta 
sin tomar en cuenta otros parámetros. 

A B 

5.6656 = - 1.&456= 
105.693=A8C=2. 

/L1.¡;,_¡j¡;J- "<l- r.t>. m--+--J..o 

85.0 
n .5 

- = J15n .5 
l'o6Irídad 85.0 

Figura 5.7.4 
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5 .8 Análisis de la resolución entre la fUNuolidona y el nipagín. 

En la figura 5.8 se muestra las gráficas de superficie de respuesta correspondiente a la resolución entre la 
furazolidona y el nipagín, cabe señalar que desde los puntos teóricos de la cromatografía una resolución 
mayor de 1.6 es suficiente, sin embargo para los órganos oficiales se pide una resolución mínimo de 2 o 3, 
por consiguiente el valor optimo de resolución dependerá para quien este dirigido el método analítico, 
mientras tanto el incremento de la polaridad y el pH , conllevan a un incremento en la resolución (gráfica A) , 
mientras que la longitud de columna tiene un efecto positivo sobre la respuesta (gráf ica B), entretanto el 
factor tamaño de partícula tiene un efecto positivo sobre la respuesta (gráfica e). 

Gráfica A 

Gráfica e 

Gráfica B 
Gráfico de superficie de ,..s~ IU JIUI"U " 

pH_S.O.PertiNo_S.!5 

Gráfic. do superficie do .... puost. para R 
PeIriIod. 7'J.O.I.ongi1ud. 5.0 

Figura 5.8 
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5 .8 .1 Efecto de los factores y las interacciones para R 

Hasta este momento tenemos una idea de cómo se comportan los factores sobre la respuesta, sin embargo 
mediante la tabla 5.6.1, nos percataremos sobre la magnitud del efecto sobre la resolución, de ella decimos 
que la polaridad es el factor con la mayor magnitud, siguiendo por grado de importancia tenemos a la 
longitud de la columna y al pH, teniendo como el factor más pequeño al tamaño de partícula, note que 
algunas interacciones de factores tienen un efecto negativo sobre la respuesta. Otra forma de visualizarlo 
es mediante la figura' 5.6.1. 

Tabla 5 .8.1-Efecto estimado para R 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 6.95 
B: pH 1.72 

C: Longitud 2.15 
D: Partícula 0 .61 

AB 1.64 
AC 0 .36 
AD 0 .44 
BC -2.00 

BD 1.06 
CD -1.56 

ABC -2.09 
ABD 1.23 
ACD -1.02 
BCD -0.67 

ABCD -0.74 

12 ~------------" 

/ // -
10 

Polaridad 
pH Longirud Panícula 

Figura 5.8.1 
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5 .8 .2 Análisis de Varianza para R 

Hasta este momento sabemos cual es el efecto que tienen los factores sobre la respuesta, pero mediante 
la tabla 5.8.2 y la f igura 5.8.2 apreciaremos cual factores son estadísticamente signif icativos, de ahí 
deducimos que todos los factores son estadísticamente significativos, al igual que sus interacciones. 

Tabla 5.8 . 2 Análisis de varianza correspondiente a R 

Source Swn of Squares Of Mean Square F-Ratio P-Value 

--------------------------------------------------------------------------------
A: Polaridad 960 . 629 960 . 629 
B: pH 35 . 5056 35 . 5056 
C : Lon9~tud 55 .4253 55 .4 253 
D: Particula 4 . 43038 4 .4 3038 
AB 32 . 1985 32 . 1985 
AC 1.51543 1 . 51543 
AO 2 . 28691 2 . 28691 
BC 48 . 0024 48 . 0024 
BO 13 . 563 13 . 563 
CO 29 . 7757 29 . 7757 
ABC 52 . 2727 52 . 2727 
ABO 18 . 1361 18 . 1361 
ACO 12 . 4021 1 12.4021 
BCD 9 . 17 42 1 9 . 1742 
ABCO 6 . 57949 1 6 . 57949 
Total error 2 .23685 32 0.0699017 

Total (cocr . ) 1284.13 47 

Gráfica de parcto para R 

A:Polaridad riiiíiiiiiiiiíiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii1 
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5.8.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para R 

Mediante la ecuación 5.8.3 puede establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, en 
este caso la letra A= la polaridad, B= pH , C= longitud de la columna y D= el tamaño de partícula, mientras 
que ·V· representa el valor que puede tener R, así mismo podemos construir gráficas de contornos como las 
mostradas en la figura 5.8.3 , que nos ayuda a visualizar el comportamiento de la respuesta, algo que nos 
podemos percatar es las líneas de respuesta se mueven conforme variamos la polaridad, debido a su efecto 
importante que tienen, dando la deflexión de las líneas de respuesta por los otros factores , nótese también 
que mediante columnas pequeñas se pueden obtener buenas resoluciones así mismo que tiempos de análisis 
más cortos. 
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Otro tipo de gráficas muy útiles son las mostradas en la figura 5.8.4, llamadas de cubo, nótese el 
incremento del valor de la respuesta al pasar del valor bajo al alto, con respecto a la polaridad, longitud, pH 
y tamaño de partícula (valor derecho), mientras que el valor del lado izquierdo representa la variación de 
nuestro sistema en esos puntos, con estas gráficas podemos indicar las posibles áreas de trabajo, por 
ejemplo A, AB, C, BC, CD, BCD , ACD y ABCD , se pueden encontrar valores adecuados de resolución, el 
discriminar un área con respecto a la otra dependerá de la variabilidad, tiempo de análisis, factor de 
capacidad, simetría, entre otros criterios para definir el área de trabajo optimo. 
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5 .9 Combinación de respuestas 

Una de las ventajas que conlleva la realización de este tipo de diseños experimentales es que se pueden 
mejorar los métodos analíticos, ya que para la optimización no se llevara acabo mediante el ensayo prueba­
error, más bien el conocer el comportamiento de los factores sobre las respuestas nos traslada a obtener 
un mejor entendimiento de nuestro método, esto mediante la ayuda de graficas y ecuaciones que nos 
permitan saber el comportamiento de la respuesta bajo ciertas condiciones de trabajo, en nuestro caso el 
método original tiene un tiempo de análisis de aproximadamente de 18 minutos. 

En los métodos cromatográficos el tener tiempos cortos es lo deseado, sin embargo para poder decidir que 
valor de respuesta se toma, hay que considerar en cuenta otras respuestas, es decir el elegir tiempos de 
análisis cortos nos conlleva a la posibilidod de tener resoluciones no adecuadas, esto de nada serviría, sin 
embargo mediante la combinación de respuestas podemos cumplir ambas características de la mejor 
manera, aunque hay que tener en cuenta que no siempre se puede obtener lo mejor de todo, es decir se 
puede obtener el mejoramiento de una respuesta a costa de otra o en mejor de los casos a ambas. En la 
figura 5.9 se muestra el traslape de dos respuestas (Gráfica C), debido a la combinación del tiempo de 
análisis (gráfica A) con la resolución (gráfica B), mediante esta forma podemos señalar bajo que 
condiciones de trabajo puede encontrar la coexistencia de ambas respuestas, encontrado el punto en 
nuestro caso se esperarían tiempos de análisis de 9 minutos con una resolución aproximada de 3 (Punto 
señalado con una carita), para esto se proponen una composición de fase acuosa del 73 %, con un valor de 
pH de 4.3 y una longitud de columna de 5 cm con un tamaño de partícula de 3.5 mcm. 
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El estudio de los factores sobre la respuesta se realizo mediante el diseño de experimentos, con el cual se 
llego: 

I . Respuesta factor de capacidad (K'): El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es la 
polaridad, teniendo un incremento sobre la respuesta, el segundo factor de importancia es el pH 
teniendo un efecto positivo, mientras que el tamaño de partícula y la longitud de la columna, tienen 
una efecto negativo sobre la respuesta, de los cuales la polaridad, pH y tamaño de partícula son 
estadísticamente significativos, la relación respuesta-factores e interacciones esta dada por la 
ecuación 5.2.3. 

Ir. Respuesta Platos teóricos (N): El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es la longitud 
de la columna, teniendo un incremento sobre la respuesta, mientras tanto la polaridad es el segundo 
factor de importancia, este t iene un efecto positivo sobre la respuesta, mientras que el pH y el 
tamaño de partícula tienen un efecto negativo sobre la 'respuesta, de los cuales la polaridad, 
longitud y el tamaño de partícula son significativos, la relación respuesta-factores e interacciones 
esta dada por la ecuación 5.3.3. 

IIr. Respuesta Simetría (S): El factor que t iene mayor efecto sobre la respuesta es la longitud de la 
columna seguido del tamaño de partícula, ambos con una dirección negativa sobre la respuesta, 
mientras tanto la polaridad y el pH nos conllevan a provocar decrementos de la respuesta, de los 
cuales la polaridad, pH, longitud de la columna y tamaño de partícula son estadísticamente 
significativos, la relación respuesta factores e interacciones esta dada por la ecuación 5.4.3. 

IV. Factor determinación r A 2: El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es el tamaño de 
partícula con un efe.cto positivo sobre la respu~ta, ~~ =dicié:-: C$ d ~nicc fact.:¡ e$tc¿ístk:crr.ente 
significativo, es importante señalar que el efecto sobre la respuesta es pequeño en comparación con 
otras respuest as. la relación respuesta-factores e interacciones esta dada por la ecuación 5.5.3. 

V. Tiempo de Retención (Tr): El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es la polaridad , 
teniendo un incremento sobre la respuesta, mientras que la longitud se encuentra como el segundo 
factor en importancia con un efecto positivo sobre la respuesta, al igual que el factor pH, mientras 
que el tamaño de partícula tiene un efecto negativo sobre la reSpuesta de los cuales todos los 
factores son estadísticamente significativos, la relación respuesta-factores e interacciones esta 
dada por la ecuación 5.6.3. 
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VI. Tiempo de análisis (Ta): El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es la polaridad, 
teniendo un incremento sobre la respuesta, mientras que la longitud se encuentra como el segundo 
factor en importancia con un efecto positivo sobre la respuesta, mientras que el tamaño de 
partícula y el pH tiene un efecto negativo sobre la respuesta de los cuales solo la polaridad, 
longitud de la columna y tamaño de partícula son estadísticamente significativos, la relación 
respuesta-factores e interacciones esta dada por la ecuación 5.7.3. 

VII. Resolución R: El factor que tiene mayor efecto sobre la respuesta es la polaridad, teniendo un 
efecto positivo sobre la respuesta, así como la longitud de la columna, tamaño de partícula y pH, de 
igual manera estos factores son estadísticamente significativos al igual que sus interacciones, la 
ecuación que muestra la relación entre respuesta-Factores e interacciones esta dada por la 
ecuación 5.8.3. 

Se concluye que fijando los factores no continuos, es decir el tamaño de partícula y la longitud de la 
columna dentro del subproceso y teniendo un buen control sobre los factores pH y polaridad, en especial la 
polaridad, ya que este tiene un efecto considerable sobre las respuestas directas se tiene un subproceso 
de medición robusto y las variaciones de las respuestas serán mínimas por variables relacionadas al no­
proceso, mientras tanto los factores seleccionados tuvieron efectos importantes sobre la respuesta como 
era de esperarse desde un inicio. 

El ejecutar el estudio de robustez nos conlleva a conocer la variabilidad de las respuestas como se mostró 
en las graficas de cubo, el conocer que factores son significativos nos ayuda a prevenir problemas y a 
resolverlos en un futuro. Otra ventaja que se tiene es la reducción del tiempo de análisis, cónsiderando la 
respuesta critica resolución como se indico en el inciso 5.9, que por consiguiente se logra un menor gasto de 
solventes, tiempo hombre, utilización de equipo entre otros. El tener el estudio de robustez con respecto a 
la furazolidona nos apuntala al desarrollo de otra técnica, ya que el tener los estudios de los parámetros de 
retención, nos ayudara a establecer el tiempo de elusión de la furazolidona y así discriminar a otros 
compuest os relacionados a su descomposición, metabol itos o excipientes. 

El logro de la alta calidad y bajo costo es un componente esencial en cualquier proceso, el diseño de 
experimentos es una herramienta út il para mejorar la calidad , con la aplicación de los métodos de diseño de 
experimentos a t ravés del ciclo del proceso puede tenerse: la identificación de los factores clave, 
optimizar el diseño del proceso, optimizar el proceso , resolver problemas en el proceso, reducir costos de 
inspección en el proceso, acelerar el proceso y reducción de costos totales. 
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7.1 Anexos correspondiente al análisis de respuestas para Níposol y Nipagln 

7 .2 Análisis del factor de capaCidad (lC), para la Nipagín. 

La funci6n Y(A ,B,e ,D) en donde A: es Polaridad, B: pH, e : Longitud de columna y D: tamaño de partícula, 
siendo ·y· el factor de capacidad para el nipagín es representado en la figura 7.2. La gráfica A (del lado 
izquierdo) tenemos el cambio de la respuesta variando la polaridad y el pH , manteniendo constante el 
tamaño de partícula y la longitud. Mientras que para la gráfica B (del lado derecho) tenemos el cambio de la 
respuesta variando la polaridad y la longitud de la columna, manteniendo constante el pH y el tamaño de 
partícula. Analizando las gráficas observamos que el factor que t iene un fuerte efecto sobre la respuesta 
es la polaridad , la variación del pH de su valor mínimo al máximo tiene un incremento en la respuesta, esto 
se aprecia en la gráfica A, mientras que la longitud de la columna da la impresián de no tener un cambio 
prolongado sobre la respuesta en la gráfica B. 

Gráfica A 

" zo 
16 .. 
" 
o 
•• 

Wáfico d. ..,.me;. de ~ pcrG " 
lM9'Nd.S. O.~·J. ' 

ao -- Figura 7.2 

Gráfica B 
W6f;ca da ...,-ficia di ,....,sta pera ac ' 

pH .l .O.~·' . !I 

7.2.1 Efecto de los factores y las interacciones para IC, correspondiente al Nipagín. 

En la tabla 7.2.1 se muestran los efectos calculados para K' y podemos notar que la polaridad t iene el 
efecto más grande sobre la respuesta en una dirección positiva, seguido del pH y la longitud de la columna, 
siendo el más débil de los factores el tamaño de partícula: Podemos notar que este compuesto t iene un 
comportamiento parecido a la furazolidona, ya que en ambos se ven afectados fuertemente por la 
polaridad. Otra forma de visualizar la magnitud de los efectos es mediante la figura 7.2.1 en esta podemos 
observar que las líneas representan la magnitud del efecto, por ende decimos que la polaridad t iene un 
efecto más grande sobre la respuesta. En la tabla 7.2.1 podemos apreciar· de igual manera el efecto que 
t ienen las interacciones sobre .1a respuesta, y encontramos que la interacción ABe, se y AB representan el 
efecto más alto sobre el factor de K'. 
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Tabla 7.2.1-Efecto estimado para K' 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 11.2516 
B: pH 2.7997 

C: Lonqitud -1.80384 
D: Partícula 1.1376 

AB 2.8071 
AC -2.093 
AD 0.9802 
se -3.5516 
BD 0.63337 
CD -2.2053 

ABC -3.5591 
ABD 0 .6147 
ACD -2.0305 
BCD -1.4195 

ABCD -1.4296 

".,--------..,.....---" 

c' "0/ / 

Polaridad 
pH 

Longitud 
ParticuJa 

Figura 7.2.1 

7 .2.2 Análisis de Varianza para K', correspondiente al Nipagín 

Asta este momento sabe el efecto que tienen los f!lctores sobre la respuesta pero no sabemos si estos son 
significativos, para esto realizamos nuestro análisis de varianza mostrado en la tabla 7.2.2, en donde 
obtenemos que todos los factores son estadísticamente significativos, mientras que para las interacciones 
obtenemos que estos también son estadísticamente significativos por obtener valores de P menores a 0.05. 
En la figura 7.2.2 podemos apreciar el efecto estandarizado de los factores, y notamos que todos los 
factores e interacciones están por arriba de la línea azul, esta representa el valor mínimo del efecto 
estandarizado para que sea significativo. 
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Tabla 7 . 2. 2 Análisis de varianza correspondiente a K-
------------------- --------------------------- ------- ------ - - - - --- - -------------
Source Sum oE Squares Of Mean Square F-Ratio P- Value 

A: Polaridad 1519 . 18 1519.18 10213.26 0.0000 
B:pH 94.0622 94 . 0622 632.37 0.0000 
C:Longitud 39.0459 39.0459 262.50 0.0000 
D:Particula 16.3594 16.3594 10 9.98 0.0000 
/lB 94 . 5576 94.5576 635.70 0.0000 
/lC 52.5677 52.5677 353.41 0.0000 
/ID 11.5303 11.5303 77.52 0.0000 
BC 151.374 151. 374 1017 . 67 0.0000 
BO 4 . 81957 4.81957 32.40 0.000'0 
CO 58.3607 58.3607 392.35 0.0000 
/lBC 152. 0 1 152 . 01 1021.95 0.0000 
/lBO 4.5351 4. 5351 30.49 0.0000 
/lCO 49.4763 49 . 4763 332.62 0 . 0000 
BCD 24 . 1797 1 24.1797 162.56 0 . 0000 
/lBCO 24.5274 1 24.5274 164 . 90 0.0000 
Total erro r 4.75985 32 0.148745 

Total (ecrr . ) 2301.34 47 

o 20 ::;0 IZO 

Figura 7.2.2 

7 .2.3 Representación matemática de la relación factores-respulUta para K' 

Mediante la ecuación 7.2.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta. 
en este caso la letra A: represente le polaridad, B: pH, C: longitud de la columna y D: e! tamaño de 
partícula, mientras que 'Y' representa el valor del fact or de capacidad K' . La aplicación inmediata es 
predecir el valor de K' al existir la variación de uno de los factores, también se pueden realizar gráfi cas 
como las mostradas en la f igura 7.2.3, en donde tenemos líneas de contornos para K' obteniéndose al variar 
la polaridad y el pH, manteniéndose constant e la longitud de la columna y el t amaño de la partícula, nótese 
que solo sé esta realizando lo variación de la respuesta con factoreS continuos. 
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En las gráficas puede notar la influencia del factor polaridad , siendo este el que presenta el mayor 
efecto, por consiguiente el efecto que tiene al incrementar la polaridad existe un incremento en el K' , de 
igual manera al disminuir la polaridad se obtiene una disminución en el factor de capacidad. 

Y=--53 .0004+0.8078A+25.3731B+2.8819C+23.6 783 D-O.3904AB-O.04213AC-O .3587 AD-2 .3660BC-­
-12.0442BD-l.9847CD+O.0363ABC+O.1853ABD+O.0301ACD+O.9923BCD-O.OI52ABCD 

A 

•. , 
... 

l .' 

2.' 

e 

.. , 
oH 

3.' 

6rdfico de; contornos pero le 
~·5.0.~·J. 5 

\ \~ 
K 

- 0.0 
- 1.6 
-· 3.2 

' .8 
- 6.4 
- 8.0 
- 9.6 
- 11.2 

- 12.8 
- 14.4 

B 

... 

.9 7l T7 8. 85 - 16.0 --
Gráfica de con~ paro. ,,' 
~.15.0.~.S. 5 

......... 

Figura 7.2.3 
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K 
- 0.0 
- 1.6 
- 3.1 
~ 4.8 
-6.4 
- 8.0 
- 9.6 

11.2 
- 12.8 

Ecuación 7.2 .3 

Gráf ico de: contornos poro K' 
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•. , 

3.' 
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' [ / /1 ~00 
... ':1 // 'j_H 3..5 I - 80 

- 96 
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2.'L_~ _____ ~_~ 
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En la figura 7.2.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, si tomamos como referencia el vértice del 
cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel bajo, en este caso Se representa como 1, es así 
que analizamos la tendencia de la respuesta (valor izquierdo), en nuestro estudio para esta respuesta la 
polaridad tienen un efecto importante, lo cual lo apreciamos en estas gráficas, nótese que al pasar al nivel 
alto del factor obtenemos un incremento del factor de capacidad. 
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El valor del lado izquierdo que se encuentra en cada vértice del cubo, representa el valor del residual , este 
nos indica la variabilidad que se presenta en esas condiciones de tal manera que al ejecutar una corrida 
experimental teniendo A-, B-, C+ y D- obtiene la menor variabilidad en la respuesta, en este caso 
representa 0.0012 que se encuentra en el cubo A y C de la figura 7.2.4. Este tipo de análisis de la 
respuesta no solo nos permite percatarnos del incremento o disminución de la respuesta, sino también de la 
variabilidad que podamos obtener al movernos bajo diferentes condiciones. 

A 
6ráfóca do etO>o ,..,.. K' 
'~ • .s .5 

1.4116: 
11.6833=A8(':O.I 

15.0r _7
_'C_'t

OO
_ '-,' ..... uu· "",º,o.±)JOZ~/ 

Z6.087).:. ... ao=O.l 

··¡----+-....... uu· ",,~. '~l~"/ 

0.950367:9: 

'·r,.,iJi.O,"_·'_'O_.OO4O_--''''''~!l&!~,",., 
85.0 

' .0 

Figura 

i 
7.2.4 

t.04I1~ 

1¡5:i,.O)~"""',--_·00I_'-<UIU;;_l.llOZ!El ...... , 
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7.3 Análisis del factor de capacidad (lC), para la Nípasol. 

La función Y(A,B,C,D) en donde A: es Polaridad, B: pH, C: Longitud de columna y D: tamaño de partícula. 
siendo 'Y' el factor de capacidad para el Nípasol es representado en la figura 7.3 La gráfica A de 
superficie de respuesta para el factor de capacidad del Nípasol se observa el cambio de respuesta al variar 
la polaridad y el pH , mientras que para la gráfica B tenemos la superficie de respuesta de K' al variar la 
polaridad y la longitud de la columna. Analizando la gráfica A podemos distinguir que la polaridad sigue 
siendo un factor importante, y no es de sorprenderse ya que la relación estructural de los compuestos es 
semejante nótese que al incrementar la polaridad observamos un incremento en la respuesta, en tanto que 
el pH no parece tener un cambio drástico sobre la respuesta. Mientras que para la gráfica B tenemos que 
ahora notamos que la longitud de la columna es un factor importante, entendiendo que el compuesto es más 
a fin a la fase estacionaria, es comprensible que al incrementar la longitud de la columna el compuesto 
estará más tiempo en la fase estacionaria. 

Gráfica A 
_ do....-ficio do -'",... K' 

~'.o.P'IrttaotI·J. !I 

,., 

- Figura 7.3 

Gráfica B 
_do~.do.......,.,.... 

pH.J .o,~'. !I 

l' 

" 

7 ,3.1 Efecto de los factores Y las interacciones para K' , cOl'TCSpondiente a la Nipasol. 

En la tabla 7.3.1 se tienen el efecto de los factores e interacciones de nuestro diseño experimental , la 
tabla nos muestra que la palaridad tiene el efecto más grande con respecto a los otros factores , teniendo a 
la longitud de columna como el segundo factor más importante, ambos con una dirección positiva sobre la 
respuesta, mient ras que el pH tiene un efecto pequeño sobre la respuesta, lo que nos indica que al tener 
variación en el pH este no afectara a la respuesta en una gran medida, nótese también que la interacción 
CD y ACD tienen un efecto considerable, pero este tiene con una dirección negativa de la respuesta. Otra 
forma de visualizar la magnitud del erecto que tiene el factor es mediante la Figura 7.3.1, se aprecia que la 
polaridad tiene el efecto más grande, 
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Tabla 7 .3 .1-Efecto estimado para K' 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 85.9398 
B: pH 0.17487 

C: Lonaitud 17.2435 
D: Partícula 8.57831 

AB 0.111797 
AC 15.9715 
AD 7.76835 
BC -1.4235 
BD -2.16136 
CD -17.8434 

ABC -1.47317 
ABD -2.15697 
ACD -17.0 
BCD -2.67236 

A BCD -2.6093 

_ do ofC1os pr;nc ...... ""'" K' 

100 

ea 

/ .. 60 

-- / ----40 

ro 

Polaridad 
pH 

Longirud 
Particu1. 

Figura 7.3.1 

7.3.2 Análisis de Varianza para K', correspondiente al Nípasol. 

El análisis de varianza nos permite saber cuales factores o grupo de interacciones son estadísticamente 
significativos, el análisis es mostrado en la tabla 7.3.2, en la tabla apreciamos que la polaridad es un factor 
significativo al igual que el tamaño de partrcula y la longitud, mientraS que para el pH este no resulto ser 
estadísticamente significativo al igual que la interacción AB. En la figura 7.3.2 podemos apreciar el efecto 
estandarizado de los factores , y notamos los factores e interacciones que están por arriba de la línea azul , 
esta representa el valor mínimo del efecto estandarizado para que sea significativo. 
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Source 

A:Polaridad 
B: pH 
C:Longitud 
O: Particula 
AB 
AC 
AO 
BC 
BO 
CO 
ABC 
ABO 
ACO 
BCO 
ABCO 
block . 
Total error 

Total (corr.) 

Tabl.a 7 . 3 . 2 Análisis de varianza correspondiente a K' 

Surn o f Squares Of 

88627 . 8 
0.366953 

3568.07 
883 . 05 

0.149982 
3061. 06 
724 . 168 
24.3161 
56.0579 
3820.62 
26.0428 
55.8302 
3467 . 99 
85 . 6983 1 
81.7016 1 

0.361016 2 
55.9338 30 

104539.0 47 

80 120 160 ---

Mean Square F- Rat.io 

88627.8 47535.39 
0 . 366953 0.20 

3568.07 1913.73 
883.05 473.62 

0.149982 0 . 08 
3061. 06 1641.80 
724.168 388.41 
24.3161 13.04 
56.0579 30.07 
3820.62 2049.19 
26.0428 13.97 
55 . 8302 29.94 
3 4 67.99 1860.05 
85.6983 45.96 
81.7016 43 . 82 

0 . 180508 0 . 10 
1.86446 

200 

Figura 7.3.2 

7 .3 .3 Representación matemático de la relación factores-respuesta para K' 

P-Value 

0.0000 
0.6605 
0.0000 
0.0000 
0.7786 
0.0000 
0 . 0000 
0.0011 
0.0000 
0.0000 
0.0008 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.0000 
0.908 

Mediante la ecuación 7.3.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, 
en este caso la letra A: representa la polaridad, B: pH, C: longitud de la colulMCl y D: el tamaño de 
partícula, mientras que ·y· representa el valor del factor de capacidad K' . La aplicación inmediata es 
predecir el valor de K' al existir la variación de uno de los factores, también se pueden realizar gráficas 
como las mostradas en la figura 7.3.3, en donde tenemos líneas de contornos para K' obteniéndose al var iar 
la polaridad y el pH, manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nótese 
que solo sé esta realizando la variación de la respuesta con factores continuos. 

-122-



}lne:(os 

En las gráficas puede notar la influencia del factor polaridad, siendo este el que presenta el mayor 
efecto, por consiguiente el efecto que tiene es que al incrementar la polaridad existe un incremento en el 
K', de igual manera al disminuir la polaridad se obtiene una disminución en el factor de capacidad, en 
adición el efecto de la longitud de la columna y el tamaño de partícula incrementan la magnitud de K', pero 
de una manera no tan grande como la polaridad. 

A 

1 

e 

Y:451.917-6.99084+36.8665B-46.5549C-139.774D-O.571645ABO.723661AC+2.17223AD-
6.89014BC-1O.5488BD+ 7 .8619CD+O.106503ABC+0163287 ABD-0.122294ACD+ 1.80239BCD­

O.0278326ABCD 

... 

.., 

,., . , 

' 3 

,., ., 
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I 

\ 
\ 

\ J 

K B 
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En la figura 7.3.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, si tomamos como referencia el vértice del 
cubo en donde todo los fact ores se encuentran en su nivel bajo , en este caso se representa como 1, es así 
que analizamos la tendencia de lo respuesta (valor izquierdo), en nuestro estudio para esta respuesta lo 
polaridad tienen un efecto importante, lo cual lo apreciamos en estas gráficas, nótese que al pasar al nivel 
alto del factor obtenemos un incremento del factor de capacidad , esto lo podemos apreciar al observar las 
gráficas, notamos también que se presenta un incremento de la respuesta al tener el incremento del factor 
longitud, tamaño de partícula y aunada la polaridad como ya se había entendido, pero en el caso del pH el 
efecto que tiene sobre la respuesta es muy poco, este tipo de resultados ya lo esperaba de acuerdo a los 
resultados obtenidos por la ANOVA. El valor que se encuentra del lado izquierdo de los vértices 
representa la variabilidad intrínseca de nuestro sistema, lo que nos permite saber que pasara con la 
variabilidad de nuestro sistema al pa.scir de un nivel bajo al alto con los factores e interacciones de los 
factores, en el caso particular del Nípasol con respecto al factor de capacidad encontramos que la menor 
variabilidad la encontramos en el vértice B+ (gráfica A y B) así como D+, mientras que para el caso 
contrario tenemos que la mayor variabilidad esta presente en el vértice A+ B+ C+ D+ , seguido de A+ B+ C+ , 

es importante señalar que con este tipo de análisis tenemos una doble visión una correspondiente con la 
magnitud de la respuesta y otra con la variabilidad de nuestro sistema de estudio, sin embargo al situarnos 
dentro de una región de poca variabilidad del s istema no asegura las mejores condiciones de trabajo. 

A 

Figura 7,3,4 

4. 
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7.4 Análisis del Número de Platos teóricos para la Nipagín. (N) 

La función Y (A,B,C,D) en donde A: es Polaridad, B: pH: C: Longitud de columna y D: tamaño de partícula, 
siendo 'Y' es el número de platos teóricos representada en la gráfica de superficie de respuesta en la 
figura 7.4 Al observar las gráficas A y B tenemos un comportamiento semejante a la furazolidona , nótese 
que al graficar la polaridad y el pH en la gráfica A, apreciamos el incremento de la respuesta 
proporcionalmente al incremento de la polaridad, mientras que en la gráfica B tenemos no solo la 
contribución de la polaridad como efecto importante, en adición la longitud de la columna como el efecto 
más fuerte sobre la respuesta, este comportamiento es semejante a la furazolidona y se puede atribuir a 
su polaridad semejante. 

Gráfica A 
__ do~do"""""""'N 

~5.0."""".J. ' 

~~=------:lf.--..J ,., 
... 

" 

N 

Figura 7.4 

Gráfica B 
w.flco • ...,..-flciII. ,........,....N 

.3 .0 ............ 3' 
~...-~ 

81 85 

7 .4 .1 Efecto de los factores y las interacciones para N. correspondiente a la Nipagín. 

En la tabla 7.4.1 y figura 7.4.1 de efecto estimado para N, encontramos que el pH tiene el efecto más 
pequeño en comparación con los factores puros, mientras que el tamaño de partícula t iene un efecto 
negativo sobre la respuesta considerando que el aumento del tamaño de partícula t iene un decremento 
sobre el área, la polaridad es el segundo más importante con respecto a su magnitud es de esperarse por el 
efecto importante que tiene para los parámetros cromatrograficos. mientras que la longitud de la columna 
es el efecto más importante, teniendo esta una influencia considerable sobre el área de superficie. 
recordando que a mayor área se obtiene un número mayor de platos teóricos. Mientras que la interacción 
AB y ACD tienen el efecto más pequeño y CD el efecto más grande con respecto a la interacción de 
factores. 
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Tabla 7 .4.1-Efecto estimado para N 

Factor o interacción Efecto 
A: Polaridad 1798.68 

B: pH 347.292 
C: Longitud 2699.89 
D: Partícula -529.642 

AB 75.7083 
AC 474.608 
AD -444.525 
BC -147.675 
BD 175.125 
CD -977.075 

ABC -568.625 
ABD 610.042 
ACD 87.4083 
BCD -434.642 

ABCD -187.292 

_ do _ ...... ;paIos poro N 

4100 

4300 

/ 3800 

/ N 3300 .,/ ~ 
2800 

2300 

ISGCc 

Polaridad 
pH 

Loogitud 
Particula 

Figura 7.4.1 
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7 .4 . 2 Análisis de Varianza para N, cOI'I'espondiente al Nipogín 

Mediante la tabla 7.4.2 y la f igura 7.4.2 se muestra que factores o interacción de factores son 
estadísticamente s ignif icativos , mediante este anál isis deducimos que todos los fact or es puros son 
estadísticamente s ignif icativos , mient ras que la interacción de factores AS resu lto ser no s ignif icativo, lo 
podemos observar en la figura 7.4.2 ya que esta interacción se encuentra por debajo de la línea del efecto 
estandarizado. 

Tabla 7 . 4 . 2 Análisis de va r ianza correspondiente a N 

Source Sum of Squares Of Mean Square F-Ratio P-Value 
---------------- -- ------------------------------------------------------- -------
A: Polaridad 3.88228E7 3.88228E7 
B:pH 1. 44734E6 1.44734E6 
C: Longitud 8.7473E7 8.7473E7 
D:Particula 3.36624E6 3.36624E6 
AB 68781.0 68 781. O 
AC 2.70304E6 2.70304E6 
AO 2.37123E6 2 . 37123E6 
BC 261695.0 261695. O 
BO 368025. O 368025. O 
CO 1.14561E7 1.14561E7 
ABC 3 . 88001E6 3.88001E6 
ABO 4 . 46581E6 4.4658 1E6 
ACO 91682.6 91682 . 6 
SCO 2 . 26696E6 2.26696E 6 
ASCO 420938. O 1 42 0938 . O 
Total error 651257. 0 32 20351.8 

Total (corr . ) 1.60115E8 47 

Gráfica de poreto poro N 

C:Longitud lIiiiiiiiiiiiiiiiíiiiiiíiiii¡---l 
A: Poi andad 

CD 
ABD 
ABC 

D:Particula 
AC 
AD 

BCD 
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ABCD 
BD Be 

ACD 
AB ~ ______ ~ ____ ~ ______ ~ ______ ~ 

o 20 60 80 

· 127· 

1907 . 59 0.0000 
71.12 0.0000 

4298 . 0 5 0.0000 
165.40 0.0000 

3.38 0.0753 
132.82 0.0000 
116.51 0.0000 

12.86 0.0011 
18.08 0.0002 

562 . 90 0.0000 
190.65 0.0000 
219 . 43 0.0000 

4.50 0.0416 
111. 39 0.0000 

20 . 68 0.0001 

Figura 7.4.2 
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7.4.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para N 

Mediante la ecuación 7.4.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, 
en este caso la letra A: representa la polaridad , B: pH, C: longitud de la columna y D: el tamaño de 
partícula, mientras que ·y· representa el valor de Número de platos. La aplicación inmediata es predecir el 
valor de N al existir la variación de uno de los factores , también se pueden realizar gráf icas como las 
mostradas en la figura 7.4.3 en donde tenemos líneas de contornos para N obteniéndose al variar la 
polaridad y el pH , manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, noten que 
solo sé esta realizando la variación de la respuesta con factores continuos. 

Y=-61l05.9+872.941A+10989.5B+1253.17C+16726.91:>-174.663A8-14.9879AC-238.214AD-
11O.393BC-3381. 48BD-605. 703CD+ 3. 94156ABC+52.513 3ABD+8.65711ACD+ 103.4 72 BCD-

1.99778ABCD 

Ecuación 7.4.3 
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En las gráficas podemos apreciar el efecto de los factores , nótese que la polaridad tiene un efecto positivo 
sobre la magnitud de los platos teóricos, ya que se ve reflejado al incrementar la polaridad de la fase móvil. 
También existe un inéremento en el número de platos teórico , al tener un aumento en la longitud de la 
columna, obsérvese los valores de la grafica A o B, con respecto a la gráfica e y D, mientras que el tamaño 
de partícula tiene un efecto negativo sobre la respuesta, entra la gráfica D con respecto a la gráfica e, ya 
que en esta ultima se obtienen valores más pequeños de la respuesta, mientras que para el pH no se 
obsérva una tendencia importante sobre la respuesta. 

En la figura 7.4.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el incremento de la 
respuesta al posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del sistema 
al ejecutar en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que como sé a indicado el incremento 
de la polaridad y la longitud t ienen consigo un incremento en el número de platos teóricos, nótese que 
también se incrementa la variación del sistema, Apréciese que el vértice en donde se obtiene menor 
variación es en el B. 
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o
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' 00'ro.;.30,-V-""'+ 0' ... 573= __ ~mJo"~I"-1 '" 
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7.5 Análisis del Número de Platos teóricos para la Nípasol. (N) 

La función Y (A,B,C,D), en donde A: es Polaridad, B: pH: C: Longitud de columna y D: tamaño de partícula, 
siendo 'Y' es el número de platos teóricos representada en la gráfica de superficie de respuesta en .10 
figura 7.5 . En la gráfica A se tiene que al ver un incremento de la polaridad se obtiene un incremento de 
los platos teóricos, mientras que al presentarse un incremento del pH se adquiere como resultado un 
decremento en el número de platos teáricos, nótese la deflexión de la gráfica A, Mientras que en la gráfica 
B observamos que la longitud de la columna tiene un efecto muy importante. 

Gráfica A 
_ ... .....-fIcio ............... N 

1MIgitucI.~ .O.I'rhcUa.l . !I 

,. -- 85 2..5 

,., 
oH 

6.' 
N 

, .. 
4.' 
3. 
2.' 
lO 

6' 

Figura 7.5 

Gráfica B 
Wfica cM ...-rf".a. de ....,...,.. pra N 

,....3 o l'trtk:uM.l!5 

7.5.1 Efecto de los factores y las interacciones para N. con-espondiente al Nípasol. 

En la tabla 7.5.1 y figura 7.5.1 de efecto estimado para N con respecto al Nípasol , tenemos que el tamaño 
de partícula es el factor que tiene el menor efecto y este con una dirección negativa sobre la respuesta, 
mientras que la polaridad y el pH tienen un efecto algo semejante en dirección positiva sobre la respuesta, 
mientras que la longitud de la columna represetlta el factor más importante ya que este es 
aproximadamente 3 veces mayor que el resto de los demás, cabe recalcar que este es el compuesto que 
sale al ultimo de la corricla cromatografica, siendo este el que se ve más influenciado por cambios de la 
longitud de la columna y la polaridad. En la figuro 7.5.1 se muestro otro forma de percatarse que factor es 
el que tiene mayor· influencia sobre lo respuesta. 
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Tabla 7.5.1-Efecto estimado para N 
Factor o interacción Efecto 

A: Polaridad 652.681 
S: pH 452.l52 

C: Longitud 2991.14 
D: Partícula -101.131 

AS -350.235 
AC 696.948 
AD -223.285 
SC 539.652 
SD -437.715 
CD -127l.06 

ABC -26l.735 
ASD 466.798 
ACD 240.648 
BCD -372 .815 

ABCD 273.565 . 

...., 

0100 

/ N 4100 

/' ~ 
3000 

2000 

rolandad 
pH 

Longirud 
Pamada 

Figura 7.5.1 
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7.5.2 Análisis de Varianza para N, correspondiente al Nipasol. 

Mediante la tabla 7.5.2 y la figura 7.5.2 se muestra que factores o interacción de factores son 
estadísticamente significativos, mediante este análisis deducimos que los factores longitud de columna, 
polaridad y pH son estadísticamente significativos, mientras que para el tamaño de partícula no es 
estadísticamente significativo, el resto de las interacciones de factores son estadísticamente 
significativos. Mientras que en la figura 7.5.2 se muestra otra forma de visualizar los factores 
significativos, siendo que están por encima de la línea que representa el valor mínimo para que estos sean 
significativos. 

Tabl e 7.5.2 Analysis o f Variance for N - Nipasol 

Source Sum o f Squares Df Mean Square 

A: Polaridad 5 . 11191E6 5.11191E6 
B:pH 2 . 4533E6 2.4533E6 
C:Longitud 1. 07363E8 1. 07363E8 
D:particula 122730 . O 122730. O 
AB 1.47198E6 1.4 7198 E6 
AC 5.82884E6 5.82884E6 
AD 598277. O 598277. O 
BC 3.49469E6 3.49469 E6 
BD 2.29913E6 2.29913 E6 
CD 1.93873E7 1. 93873E7 
ABC 822065. O 822065 . O 
ABD 2 . 6148E6 2.6148E6 
ACD 694937.0 69 4937 . O 
BCD 1. 6678 9E 6 1 . 66789 E6 
ABCD 898051. O 898051 . O 
blocks 145988 . O 72994.0 

Total error 935316.0 30 31177.2 

Total (corr. ) 1.5591E8 47 

6ráficG de pardo paro N 

C:Longitud Íliíiíiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiíiiiiiii_l 
CD 
AC 

A : Polaridad 
BC 

ABD 
B:~~ 
BCD 

AB 
ABCD 

ABC 
ACD 

AD 
D:Particula w:::.-.._ .......... __ -'--_--' __ -'-__ -'-__ -w 

o 10 20 30 40 50 60 

EfKto estandGrizodo 
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F-Ratio P-Value 

163 . 96 0.0000 
78 .69 0.0000 

3 44 3 . 63 0.0000 
3 . 9 4 0.0565 

47 . 21 0.0000 
186 . 96 0.0000 

19 .19 0.0001 
112 . 09 0.0000 

73 . 74 0.0000 
62 1. 8 4 0.0000 
26.37 0.0000 
83 . 87 0 . 0000 
22 . 29 0.0001 
53 .50 0 . 0000 
28 . 80 0.0000 

2.34 0.1135 

Figura 7.5.2 
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7 .!5.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para "N" 

Mediante la ecuación 7.5.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, 
en este caso la letra A: representa la polaridad, B: pH, C: longitud de la columna y D: el tamaño de 
partícula, mientras que ·y· representa el valor de Número de platos. La aplicación inmediata es predecir el 
valor de N al existir la variación de uno de los factores, también se pueden realizar gráficas como las 
mostradas en la f igura 7.5.3 , en donde tenemos líneas de contornos para N obteniéndose al variar la 
polaridad y el pH, manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nótese que 
solo sé esta realizando la variación de la respuesta con factores continuos. 

A 

pi< 

e 

pH 

Y=-7155.21+68.3038A-2834.14B-3353.11C+3329.44D+25.1378AB+47.6908AC-
30.9058AD+1299.34BC+485.546BD+559.696CD-14.4955ABC-428433ABD-7.73394CD-

258.619BCD+2.91802ABCD 

Ecuación 7 .5.3 

B 

N 

\ 
N 

- 1892.: - 3095.65 
4.5 - 20 12.( ..• - 3173 .91 

(¡ 
- 2131.: - 3252.17 
- 2251.( - 3330.43 
- 2370.: pH 

\ 
- 3408.7 

3.5 - 2490.( 3.5 - 3486.96 
- 2609.: - 3565 .22 

- 3643 .48 
- 3721.74 

2.5 2.5 - 3800.0 

05 o. 73 n SI • 5 •• 73 n SI S5 -- figura 7.5.3 ....... 
D &nífic:o da ~ cM ,...,..,. pcre N 

~ • ....-fide .. ~,...N 
~15.0.""""'.'. O 

.t'Q .~·3. ' 

\ 

\ \ \\ 
N 

N - 048.15 

-~ 
- 41 00.0 

' 3 

\ 
- 4644 .44 ..• - 4490.0 - 4940.7-1 

- 4880.0 
- 5237.04 

~ 
- l270.0 pH - ll33.33 
- .5660.0 

\ l .' - 6050.0 l .' - l 829.63 

- 6440.0 - 612 l .93 

- 6830.0 \ 
- nlO.O \ 

l .' - 7610.0 l3 

" .. " " .. " •• 13 n " .. 
--.. -
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En la figura 7.5.3 se aprecian 4 graficas de contornos en donde apreciamos el comportamiento de la 
respuesta, de esto podemos notar que al haber un incremento en la polaridad se obtiene un incremento en 
el número de platos teóricos, así mismo obtenemos un comportamiento más marcado al incrementar la 
long'itud de la columna esto sé puede apreciar al observar los valores de la grafica !I, B con respecto a las 
gráficas C y D, también apreciamos algo interesante con la respuesta, al incrementar el valor de pH tiene 
una deflexión de la respuesta en dirección negativa de los platos teóricos, esto se ve más refregado al 
tener un tamaño de partícula pequeño. 

En la figura 7.5.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto , si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el incremento de la 
respuesta al posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del s istema 
al ejecutarse en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que como sé a indicado que el 
incremento de la polaridad y la longitud tienen consigo un incremento en el número de platos teóricos, 
Nótese que en el vértice 11+ B+ C- D- se obtiene el valor más pequeño con respecto a la variación del 
sistema, la ventaja inmediata es que este tipo de análisis nos permite saber ahora que posa con la 
variabilidad del sistema en adición al incremento o decremento de la respuesta en ese vértice. 

........ 
Figura 7.5.4 
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7.6 Análisis de la simetría para la Nipagín. (S) 

La función Y (A ,B,C,D), en donde A: es Polaridad, B: pH: C: Longitud de columna y D: tamciño de partícula, 
siendo ·y· la simetría representada en la gráfica de superficie de respuesta en la figura 7.6 . En la gráfica 
A observamos que el pH t iene un efecto considerable al compararlo con la polaridad, nótese que al 
incrementar el valor de pH se obtienen valores de simetría altos , pasando por los valores adecuado de 
simetría, es decir entre 0 .8 y 1.2, mientras que en la gráfica B se tienen ligeros incrementos de la 
respuesta al incrementar la polaridad, mientras que para longitud notamos una disminución de la respuesta , 
en adición esta grafica de superficie se encuentra por valores menores de 0 .8 de simetría. 

Gráfica A 

L5lr--t-___ .41. 
1.31 

S 1.11 

o··'~~7 0.71 ' 3 

0.51
65 

pH 

- Figura 7.6 

Gráfica B 

_"'~ ............. s pH...s.O.""""'. J .5 

69 n n el - .. 11 13
15 

......... 

7 .6 .1 Efecto de los factores y las interacciones para S . correspondiente la Nipagín. 

En la tabla 7.6.1 y figura 7.6.1 de efecto estimado para S con respecto al Nipagín, tenemos que los factores 
polaridad, pH y tamaño de partícula tienen un efecto positivo sobre la respuesta , mientras que la longitud 
de la columna tiene un efecto negativo sobre la respuesta, cabe señalar que el tamaño de partícula es el 
factor más grande en magnitud , sin embargo esta no difiere de mucho longitud y la polaridad, mientras que 
para la interacción AC resultan ser la más grande con respecto a la interacción de factores y AD la más 

pequeña. 

· \35· 
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Tabla 7 .6 .1-Efecto estimado para S 

Factor o interacción Efecto 
A: Polaridad 0.178896 

B: pH 0.0599375 
C: LOIlgitud -.185396 
D: Partícula 0.190437 

AB 0.106563 
AC -0.192104 

AD 0.0237292 

BC -0.105396 

BD -0.0865625 

CD 0.0827708 

ABC -0.0727708 

ABD -.133271 

ACD 0.0947292 

BCD 0.136104 

ABCD 0.101396 

tHftaI • ..t.ct. ,...... ,.,. 5 

OAI 

//\/ ~n 

~T3 

0.69 

O~' 

0.61 

r olaridad 
pH 

Longírud 
Particula 

Figura 7.6.1 
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7 .6.2 Análisis de Varianza para S, cOI'TeSpondiente al Nipagín. 

Mediante la tabla 7.6.2 y la figura 7.6.2 se muestra que factores o interacción de factores son 
estadísticamente significativos, mediante este análisis deducimos que todos los factores son 
estadísticamente significativos, mientras que para la interacción de los factores tenemos que también 
todos son estadísticamente signif icativos. Mientras que en la figura 7.6.2 se muestra otra forma de 
visualizar los factores significativos, siendo que están por encima de la línea que representa el valor mínimo 
para que estos sean significativos. 

Table 7.6.2 Analysi s of Va riance f o r S - Nipagin 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

A: Polaridad 0.384045 0.38 4045 599 . 93 0 . 0000 
B:pH 0.04311 0 . 04311 67.34 0.0000 
C:Longitud 0.412459 0.412459 644.32 0.0000 
D: Particula 0.435197 0.435197 679.84 0.0000 
AS 0 .136267 0.136267 212.87 0.0000 
AC 0.442848 0.4 42848 691. 79 0.0000 
AD 0 . 00675688 0.00675688 10.56 0.0027 
BC 0.133299 0.133299 208.23 0.000 0 
BD 0.0899168 0.0899168 140.46 0 . 0000 
CD 0 . 0822121 0.0822121 128.43 0.0000 
ABC 0.0635471 0.0635471 99.27 0.0000 
ABD 0.213133 O. 21313~ 332.94 0.0000 
IICD 0.107683 0.107683 168.22 0.0000 
BCD 0.222292 1 0.222292 347.25 0.0000 
IIBCD 0 .123373 1 0.123373 192.73 O. COOO 

Total error 0.020 4848 32 0 .000640151 

Total (corr. ) 2 .91663 47 

6ráfiecI da p .. reto para S 

O 10 15 20 25 30 

Efocto_ 
Figura 7.6.2 
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7 .6 .3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para MS" 

Mediante la ecuación 7.6.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta , 
en este caso la letra A: representa la polaridad, B: pH, C: longitud de la columna y D: el tamaño de 
partícula, mientras que ·y· representa el valor de la simetría. La aplicación inmediata es pr edecir el valor 
de S al existir la variación de uno de los factores , también se pueden realizar gráficas como las mostradas 
en la figura 7.6.3, en donde tenemos líneas de contornos para S obteniéndose al variar la polaridad y el pH , 
manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula, nótese que solo sé esta 
realizando la variación de la .respuesta con. factores continuos. 

Y=O.710469+178896AO.0599375B-O.185396C+O.190437D+O.I06563AB-O.192104AC+O.023792AD­

O.105396BC-O.0865625BD+O.082nOSCD-O.072n08ABC­
O.133271ABDO.0947292ACD+O.136104BCD+O.I01396ABCD 

A 

4.5 

_ do coo1OnIO. para S 

·5 . 0 .~·S. ' 
S 

-0.59 
-0.62 
- 0.65 
-0.68 
-0.71 
-0.74 
-O.TI 
- 0.8 

l __ ~==::==:;§g~§j - 0.83 1.5 -0.86 
.5 •• 73 T7 81 85 - 0.89 

- 0.92 

:¡¡ 

Figura 7.6.3 
e _. __ .... s 

.. , 

l.' 

" .. 

~.150.,..,. __ .J.!5 

T3 ......... 
11 " 

S 
-0.59 
-0.62 
- 0.65 

·138-

B 

¡ 

o 

Ecuación 7 .6 .3 

6nlfico._ .... S 

.'.O .~.5. 0 

1111fI/ 
-0.7 .. , - 07275 
-0755 
- O.78:!.5 
- 0.81 ,. -0.8375 
-0865 
- 08925 
- 092 

l.' 

" .. n n 81 " --
D :) - v. ~vo 

s 
- 0.674 
- 0.702 
-0.13 
-0.758 
- 0 .186 
- 0 .814 ~~ \ \ 

l.' t:.,,:....._.~ • ...:....-71~-..:.~-~.~1 --lO'" 

........ 



jlne:{os 

En la gráfica A de la figura 7.6.3 encontramos que al tener ese tipo de curvatura por la influencia de los 
factores y condiciones experimentales podemos obtener valores de simetría deseado en varias condiciones 
de trabajo, mientras que en la gráfica B tenemos el incremento del valor de la simetría conformé la fase 
móvil es más polar , mientras que en la gráfica C y D los cambios de columna traen consiga un decremento 
de la respuesta en comparación con una columna de longitud menor. 

En la figura 7.6.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía . el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el valor de la respuesta al 
posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del sistema al 
ejecutarse en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que al colocarnos en los vértices AD, 
ABD , AC y ABCD obtenemos buenas condiciones de trabajo con respecto a la respuesta, mientras que para 
ABCD y ABD tenemos buenas condiciones de trabajo tanto para respuesta y variabilidad. 

A 

J 

Gráf ica eX cubo para S 
f!rwotbI._ J.S 

15·¡--t-4.4l""'Il.!!!lV 

--
Figura 7.6.4 
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7 .7 Análisis de la simetría para el Nipasol. (5) 

La función Y (A ,B,C,D), en donde A: Polaridad, B: pH: C: Longitud de columna y D: tamaño de partícula, 
siendo 'Y' la simetría representada en la gráfica de superficie de respuesta en la figura 7.7. En la gráfica 
A observamos que el incremento en la polaridad tiene como consecuencia un incremento en la simetría, 
mientras que el pH muestra poco efecto sabré la respuesta, mientras que la gráfica B se muestra que el 
increment o de la polaridad aumenta el valor de simetría, siendo intensificado el valor de la respuesta por el 
tamaño de partícula. 

Gráfica A 
_ do...,..me;. ........ para S 

l8I9fud. !5 . 0.~.J. ' 

Figura 7.7 

Gráfica B _Oca do ...,..me;. ~ para S 
,....:J .O .~.5.0 

,., 
".5 ,..,.. 

85 3.5 

7 .7 .1 Efecto de los factores y las interacciones para 5, con-espondiente la Nípasol. 

En la tabla 7.7.1 y figura 7.7.1 de efecto estimado para S con respecto a la Nípasol, tenemos que los 
fact ores polaridad, y tamaño de partícula tienen un efecto positivo sobre la respuesta, mientras que la 
longitud de la columna y el pH tiene un efecto negativo sobre la respuesta, siendo la polaridad el factor de 
mayor magnitud de efecto sobre la respuesta, así mismo señalamos que el pH tiene el efecto más pequeño, 
mientras que para la interacción AD resultan ser la más grande con respecto a la interacción de factores y 
AB la más pequeña. 
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Tabla 7 .7 . I-Efecto estimado para S 

Factor o interacción Efecto 
A: Polaridad 0.230875 

B: pH -0.00970833 
C: Longitud -.135542 
D: Partícula 0.183958 

AB 0.00304167 
AC -0.00445833 

AD -0.142292 

BC 0.0289583 

BD 0.0114583 

CD 0.032625 
ABC -0.0189583 

ABD -0.00979167 

.ACD 0.0290417 

BCD -0.023875 

ABCD 0.018875 

CftA. ......... ,........ 

/ - \j 
"-... 

Figura 7.7.1 
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7 .7 .2 Análisis de Varianza para S , cOI"I"espondiente ai Níposol. 

Mediant e la tabla 7.7.2 y la f igura 7.7.2 se muestra que fact ores o int eracción de fact ores son 
estadísticamente significativos , mediante este anál isis deducimos que los factores polaridad , longitud de la 
columna y tamaño de partícula son signif icativos, siendo el pH el único factor estadísticamente no 
significativo , esto ya se elucidaba por el valor pequeño de su efecto. Mientras que en la f igura 7.7.2 se 
muestra ot ra forma de visualizar los fact ores significat ivos, siendo que están por encima de la línea que 
repr esenta el valor mínimo para que estos sean significativos. 

Table 7 .7.2 Analysis of Vari ance for S - Nipasol 

Source Sum of Squa r es Df Mean Square F-Ratio P-Value 
- - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - -'- - - - - - - - - - - - - - - - - ----- - ---- - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - --
A: Polaridad 
B:pH 
C:Longitud 
O: Particula 
AS 
AC 
AO 
BC 
BO 
CO 
ABC 
ABO 
ACO 
BCO 
ABCO 
blocks 
Total er r or 

Total (cor r. ) 

o 

0 . 639639 
0.00113102 

0.220 45 9 
0 .4 06088 

0 . 000111021 
0.000238521 

0.2 42963 
0.010063 

0.00157552 
0.0127727 

0.00431302 
0.00115052 

0.010121 
0.00684019 
0.00427519 1 

0.000414 2 92 2 
0 . 012 57 57 30 

1.57473 47 

10 20 

EfOC1v"--
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0.639639 1525.89 0.0000 
0 . 00113102 2.70 0. 11 09 

0.220459 525.92 0.0000 
0.406088 968.74 0.0000 

0.000111021 0 . 26 0 .6106 
0.000238521 0.57 0.4565 

0.242963 579.60 0.0000 
0.01006 3 24.01 0.0000 

0.00157552 3 . 76 0.0620 
0 . 0127727 30 . 47 0.0000 

0 . 00 43130 2 10 . 29 0 . 0032 
0.00115052 2 . 7 4 0.1080 

0 . 010121 24.14 0.0000 
0 . 00684019 16. 32 0 . 0003 
0 . 00427519 10 . 20 0.0033 

0.000207146 0. 49 0.6150 
0 . 000 41919 

30 

Figura 7.7.2 
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7.7.3 Representación matemática de la relación factores-respuesta para "SH 

Mediante la ecuación 7.7.3 podemos establecer las relaciones existentes entre los factores y la respuesta, 
en este caso la letra A: representa la polaridad, B: pH, C: longitud de la columna y D: el tamaño de 
partícula, mientras que ·y· representa el valor de la simetría para el Nípasol. La ap licación inmediata es 
predecir el volor de S al existir la variación de uno de los factores, también se pueden realizar gráf icas 
como las mostradas en la f igura 5.10.3, en donde tenemos líneas de contornos para S obteniéndose al variar 
la polaridad y el pH , manteniéndose constante la longitud de la columna y el tamaño de la partícula , nótese 
que solo sé esta real izando la variación de la respuesta con factores cont inuos. 

Y=-0485486+0.0222083A-1.09234B-0.237858C+0.249472D+0.0124144AB+0.00208722 AC-
0.00385AD+0.08869BC+0.221744BD+0.0414833CD-0.00100733ABC-0.00253556ABD-

0.OOO367778ACD-0.0176467BCD+0.OOO201333ABCD 

Ecuación 7 .7 .3 

A &rófica de contarnos B 6ráfie4 do ............. 

S 
-0.65 - 0.872581 ..• -0.7 ..• - 0.887419 
- 0.75 - 0.902258 
-0.8 - 0.9 17097 ... - 0.85 ... - 0.931935 

35 - 0.9 3.' - 0.946774 
-0.95 - 0.96 16 13 
-1.0 

2.' 2.5 

O. O. o. n n 81 8. -- .....-
Figura 7.7.3 

e &róficG di c:on1'or'nos o _do","",",", 
. 1!5 . 0 ,~·] . 5 

~.15 .0.~.'.O 

\ \ 

s S -OA • 

\ \ \ \ \ 
- 0.7' ... 0.448 ... -0.755 

- 0.496 - 0.77 
0.544 - 0.785 ... - 0.592 ... - 0.8 

l .' 0.64 
J .' - 0.815 

- 0.688 -0.83 

\ \ 
- 0.736 - 0.845 
- 0.784 - 0.86 

2.' 2.' - 0.875 
O. o. n n 81 85 " O. 73 T7 81 .. 

......... --
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En la figura 7.7.3 se muestran la graficas de contornos, nótese que todas tienen un compartimiento 
parecido, ya que la influencia del pH es muy pequeña, el valor de la simetría se ve afectado conforme 
variamos la polaridad, longitud y el tamaño de partícula, nótese el hecho que el tener longitud de columna 
pequeñas se mejora la respuesta, es decir tiende a valores cercanos a 1. 

En la figura 7.7.4 se muestran otro tipo de gráficas muy útiles para analizar la respuesta, en las gráficas 
de cubo podemos observar el cambio que tiene la respuesta, al pasar el factor de su nivel bajo hacía el 
alto, si tomamos como referencia el vértice del cubo en donde todo los factores se encuentran en su nivel 
bajo, en este caso se representa como 1. El valor del lado izquierdo representa el valor de la respuesta al 
posicionarnos en ese vértice, mientras que el lado derecho representa la variación del sistema al 
ejecutarse en esas condiciones experimentales, por lo tanto notamos que al colocarnos en los vértices AD 
AB, D, AD , BD, ABD, ACD y ABeD obtenemos buenas condiciones de trabajo con respecto a la respuesta, 
mientras que para AB y BD tenemos buenas condiciones de trabajo tanto para respuesta y variabilidad. 

A 

figura 7.7.4 

_ do ...... paro _".ío 

1...on,tNd - 1!5.0 

0.767= - . 
O.8733JJ= A8CD--o.O 

.¡-____ ~~~.ooo~'~~~.~~~n~ 

/QoC4'··;¡;¡;¡;;,mO."'T7""33"'3",,._l-oc.-~-.O--J.·O 

.0058 .5 pH 

85.0 

e 
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