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Resumen

Se determiné el contenido de inulina del ajo comuin (Allium sativum) mediante un
procedimiento estandarizado con el empleo de la Cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). Se realiz6 un disefio experimental multifactorial 23 mediante el programa
Statgraphics V. 16. Se seleccionaron dos variables independientes a tres niveles de temperatura:
303 K, 328 K y 353 K y relaciones volumen de agua-masa de ajo de 2/200 g, 3/200 g y 4/200 g
de Allium sativum. Se fijo un tiempo de extraccion de 45 min y una agitacion constante de
250 rpm para todos los experimentos. La méaxima extraccién de inulina se obtuvo a 353 K yala
relacion de agua/ajo igual a 4/200 g, con las que se alcanz6 un rendimiento del 18 %. El
procedimiento presentado es confiable y reproducible para la extraccion y determinacion de
inulina de especies vegetales a escala de laboratorio.
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Abstract

The content of inulin in common garlic (Allium sativum) by means of standardized procedure
and the use of High performance liquid chromatographic (HPLC) was determined. A
multifactorial design 273 by using the software Statgraphics V. 16 was carried out. Two
independent variables at three levels were selected: temperature: 302 K, 328 K, 353 K and
relationships water volume-garlic mass of 2/200 g, 3/200 g and 4/200 g of Allium sativum.
Extraction time was fixed at 45 min and at constant agitation of 250 rpm for all the experiments.
The maximum extraction of inulin was obtained at 353 K and at relationship water/garlic equal
to 4/200 g. The procedure presented is reliable and reproducible extracting and determining
inulin from vegetable species at laboratory level.
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Introduccion

Inulina es el nombre genérico que designa a una familia de glacidos complejos
(polisacaridos) formados por cadenas moleculares de fructosa. Es un fructano que se
encuentra en las raices, tubérculos y rizomas de ciertas plantas faner6gamas, como
sustancia de reserva. Su nombre procede de la primera planta de la que se aisld
en 1804, el helenio (Inula helenium). Su formula quimica semidesarrollada
es CenH1on+20sn+1. ES un sélido en apariencia similar al almidon, soluble en agua, donde

forma un gel.

Los fructanos son carbohidratos compuestos mayoritariamente por fructosa, cuyo
nombre comun es arabino-2-hexulosa. La complejidad de la estructura de los
carbohidratos complejiza su nomenclatura, por lo que los investigadores han acufiado
diversos nombres; la investigacion en el campo de los fructanos no se encuentra exenta

de esta ambigledad.

El First International Symposium on Fructan, efectuado en Bonn en 1988 [1],
recomendd para la designacion de fructano a cualquier compuesto donde uno o mas
enlaces fructosil-fructuosa constituyen la mayoria de los enlaces. Sin embargo, el uso
comun del término toma en cuenta la longitud de la cadena; de acuerdo con esto, un
fructano es un carbohidrato con un grado de polimerizacion (GP) no mayor de 10, limite

por encima del cual no se categoriza a una sustancia como pura

Los fructanos son polimeros de fructosa lineales o ramificados, unidos por enlaces
f2—1 de inulina o f2—6 de levano. Las especies dicotiledoneas almacenan fructanos
tipo inulina con enlaces lineales f2—1. En las especies monocotiledoneas se acumulan

fructanos ramificados méas complejos [2].

La diferenciacion de los carbohidratos en general, y de los fructanos en particular
depende de la estructura molecular y no de los grupos funcionales. Asi, la diferencia
qguimica entre las moléculas isébmeras de fructosa y glucosa que poseen ambas: seis
atomos de carbono, doce atomos de hidrégeno y seis atomos de oxigeno, surge de la
conectividad exacta entre los &tomos en cada molécula. A su vez, estas conectividades
dan lugar a ciertas formas fisicas que son caracteristicas de la molécula particular. La
inulina tiene mayoritaria 0 exclusivamente enlaces lineales fructosil-fructosa (p2—1),

que pueden tener glucosa, aungue no necesariamente.
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La inulina es una sustancia que ha sido estudiada intensamente en las ultimas décadas
por sus diversas aplicaciones en la industria quimica, alimentaria y farmacéutica. Puede
formar parte de la composicion intrinseca de los alimentos o afiadirse a los mismos
(alimentos funcionales) como sustituto de azlcares y grasas; suele aportar a los
alimentos textura, estabilizar la formacién de espuma, mejorar las cualidades sensoriales
(organolépticas) de los productos lacteos fermentados, galletas, mermeladas, pan, yogur,

leche, etcétera [3-8].

Las especies vegetales que contienen fructanos pertenecen a numerosas familias
monocotiledoneas y dicotiledoneas como las Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae y
Compositae. Varias plantas que contienen fructanos se ingieren como vegetales, como
el esparrago (Asparagus officinalis), el ajo (Allium sativum), la cebolla (Allium cepa),
entre otros [9]. Las especies con mayor contenido de inulina la almacenan en su parte
subterranea, otras como la familia de las Gramineae, presentan altos contenidos de
fructanos en sus partes aéreas, pero con bajo rendimiento en la extraccion. Hasta el
presente, solo dos especies pertenecientes a la familia de las Compositae se emplean en
la obtencidn industrial de inulina: la alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus) y la
achicoria (Cichorium intybus).

La inulina es procesada por la industria alimentaria para producir fructanos de cadena
corta, la oligofructosa (GP = 2-10), mediante hidrdlisis enzimatica parcial, o fructanos
de cadena larga mediante técnicas de separacion fisica. La inulina de alto rendimiento
(HP, por sus siglas en inglés) es un prebidtico de alto peso molecular, mezcla de inulina
tipo fructano sin fructano, con un grado de polimerizacion menor de 10. La inulina HP
se puede incorporar a productos cocidos u horneados, productos lacteos, helados,

bebidas, etcétera, como sustituto de azlcares y grasas [9, 10].

Se han realizado minuciosos estudios para comprobar y evaluar el efecto prebid6tico,
inmunomodulador y antioxidante de los fructanos tipo inulina y de la inulina HP
[11-19]. La administracion suplementaria de inulina mejora los indices glicémico y
antioxidante, y disminuye los niveles de malondialdehidos (se forman por la
peroxidacion lipidica de &cidos grasos insaturados, y son un marcador de la degradacion
oxidativa de la membrana celular) en mujeres con diabetes tipo 2, [20].

Experimentos realizados en ratones genéticamente obesos, a los cuales se les administrd
un fructano tipo inulina en calidad de prebiotico, incrementaron la abundancia de

Akkermansia muciniphila [19]. A partir de este descubrimiento, Everard et al.
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[21] demostraron que el tratamiento con prebiotico en ratones experimentales
incrementa los niveles basales de A. muciniphila y mejora la endotoxemia metabdlica y
los desdrdenes asociados. La gran similitud de esta bacteria con el epitelio intestinal del
hombre permite concluir que la A. muciniphila juega un papel fundamental en el
mutualismo entre la microbiota intestinal y el hospedero que controla la funcion de la
barrera intestinal y otras funciones fisiologicas y homeostéaticas durante la obesidad y la

diabetes tipo 2.

L. Vogt et al. [22] demostraron el papel inmunomodulador de los fructanos f2—1 y
como la longitud de la cadena influye en sus efectos. Para comprobar su hipotesis se
estimularon células mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs, por sus siglas
en inglés) in vitro con fructanos f2—1. Se comprobd que la produccion de citoquinas

en células PBMCs humanas dependia de la dosis y longitud de la cadena del prebiotico.

P. Dehghan et al. [23] determinaron que la inulina HP administrada a pacientes con
diabetes tipo 2 modula el estado de los biomarcadores glicémicos e
inflamatorios/antinflamatorios y el estado de la endotoxemia metabolica. Los resultados
mostraron también que la suplementacion de inulina HP disminuye, significativamente

el peso y el indice de masa corporal (IMC).

El presente trabajo se inscribe en el proyecto “Uso de la inulina extraida de materia
prima autdctona como inmunomodulador frente a estrongiloidosis experimental en un
modelo murino con inmunosupresion”, financiado por la Universidad Central del
Ecuador (UCE) y con el auspicio del Proyecto Prometeo, de la Secretaria Nacional de
Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT). Uno de los
objetivos de dicho proyecto es la determinacion de la fuente sustentable de obtencién de
inulina, que contempla evaluar varias especies vegetales autoctonas como la alcachofa
(Cynara cardunculus var. scolymus), la cebolla (Allium cepa), el ajo (Allium sativum) y

el agave (Agave tequilana).

Los fructanos tipo inulina poseen la capacidad de modular la microbiota de animales y
seres humanos [24]; se consideran como fibras fermentables, solubles y no viscosas. La
inulina HP es un prebidtico de larga cadena y alto peso molecular, mezcla de inulina
tipo fructano con un grado de polimerizacién menor de 10 [25], que puede cambiar la
composicion de la microbiota hacia las bifidobacterias y los bacteroides; también puede

disminuir los Firmicutes. Los prebioticos pueden restaurar la Akkermansia muciniphila
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en personas obesas y con diabetes. Estos cambios se relacionan con el mejoramiento de

la homeostasis de la glucosa y la reduccion de la endotoxemia. [26, 27].

Fundamentacion teorica

La Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) ha publicado dos métodos
para la determinacion de fructanos en alimentos, los cuales establecen béasicamente que
los "fructanos se extraen a partir del producto con agua caliente”. En 1997 publico el
método AOAC 997.08 y posteriormente el método AOAC 999.03 [28]. Este dltimo
resulta confiable, pero tiene el inconveniente de que su aplicacién requiere de mayor

tiempo y el uso de un equipo especifico de cromatografia.

En el presente trabajo se emplea la Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
para cuantificar el contenido de inulina tipo fructanos y se sigue el procedimiento
descrito en [29]. La operacidn de extraccion consiste en la disolucion de un componente
(o grupo de componentes) que forman parte de un sélido, empleando un disolvente
adecuado en el que es insoluble el resto del sélido. ElI fundamento consiste en
aprovechar las diferencias de solubilidad de los sélidos en un determinado disolvente; es

una operacion de transporte de masa entre fases.

En los procesos de extraccion de soluto con un disolvente, la velocidad de extraccion de
soluto extraido se encuentra en funcion de la temperatura (la solubilidad aumenta con el
aumento de la temperatura), el tiempo de contacto soluto-disolvente, que permita la
extraccion total del soluto; y la relacion disolvente-materia prima, que garantice que el
soluto no sea el paso controlante del proceso. Se debe garantizar un contacto adecuado
disolvente-materia prima por agitacion y un tamafio de particula tal que asegure la
ruptura de las células que contiene el solido soluble, para evitar el lento proceso de

extraccion por difusion a través de la membrana de las células.

Cuando el proceso de extraccion termina, se debe alcanzar el equilibrio, que implica
posteriormente la separacion de la capa superior o extracto y la capa inferior o refinado.
La cantidad de solucion que queda retenida en el refinado se encuentra en funcién de la

concentracion de la solucién, y puede considerarse igual a la concentracion del extracto.

Materiales y métodos

Como materia prima para la extraccion de inulina se utilizo el ajo comdn (Allium

sativum), el cual, segun reporta la literatura, tiene un contendido de inulina
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entre 15-20 %. El ajo es una planta herbacea que pertenece a la clase de las

monocotiledoneas [30].

Para realizar las corridas experimentales, se elabor6 un disefio experimental
multifactorial 32 mediante el programa Statgraphics V. 16, a tres niveles de las tres
variables independientes de temperatura: 303 K, 328 K y 353 K y la relacion agua-masa
de 2, 3, y 4 mL de agua para una masa fija de ajo igual a 200 g. El tiempo de extraccion
se fijo en 45 min.

Procedimiento experimental
El procedimiento experimental para la extraccion y cuantificacion de la inulina parte del
trabajo [30] concebido para la produccién industrial, pero complementado con la

inclusion de otras etapas (figura 1).
Ca(0H); 0.1M

\L Ajo

\L Agua

\

PREPARACION EXTRACCION FILTRACION CARBONATACION
Y T=303K, 328 I_(, 353 K
TRITURACION £=45 min > L>
a =280 rpm
R T = 333K
o = 280 rpm

Hr:\i/IN t = 30 min
NEUTRALIZACION FILTRACION INTERCAMBIO E. | CUANTIFICACION
I6NICO ® | DE INULINA POR

-3 —> HPLC
pH=8 Torta™Mr \l/

Figura 1. Representacién diagramatica del proceso de extraccion y determinacion del
contenido de inulina del ajo coman

Descripcion del proceso

1. Preparacion y trituracion de la materia prima

Se trituraron los bulbos de ajo previamente lavados y desinfectados con etanol, hasta
un tamario de particula aproximadamente de 4 mm. Se determind su humedad, para lo
cual se tomaron 100 g de ajo y se secaron en la estufa a 70 °C durante 24 h, y se peso la
masa seca de ajo. El proceso se replicd tres veces y se determind la media. Con los
datos obtenidos se determind la humedad del ajo, que se calculdé por la relacién

expresada en (1).
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_ Onpp — mys)

H 100 (1)

Murp

donde
mup: Masa de ajo (100 g)

Mus: masa seca de ajo (obtenida experimentalmente)

2. Extraccion de Ia inulina

Se trabajé a tres niveles de temperatura: T = 303 K, 328 K, 353 K y tres relaciones
R p
disolvente/materia prima zoo, variando el volumen de disolvente para una cantidad

fija de materia prima de 200 g (2).

_ Vagua (mlL)

Rp =

=4,3,2 (2)

Que corresponde, respectivamente a: D = 800, 600,400 mL de agua

3. Filtracion

Cada una de las soluciones obtenidas del proceso de extraccion, a las diferentes
condiciones, se filtro; se obtuvo un residuo R y un extracto E. El extracto se filtrd y
determind su volumen. Se pesé la masa y se secd durante 24 h a 80 °C; se peso la torta
seca. El extracto obtenido se someti6 a un conjunto se operaciones secuenciales,
denominado purificacion primaria, que consiste en la carbonatacion, neutralizacion y

filtracion.

4. Carbonatacion

La carbonatacion tiene el propdsito de purificar, en una primera etapa, el extracto para
eliminar ciertos componentes del ajo distintos de la inulina, como grasas, proteinas y
algunos aniones, como fosfatos y coloides. Con este fin se usa una solucion de
hidroxido de calcio Ca (OH), 0,1 M, a T = 333 K, con agitacion constante de 280 rpm,
durante 30 min. Como resultado del tratamiento el pH se eleva a 10,2.

5. Neutralizacion

La etapa de neutralizacion persigue restablecer el pH de las soluciones a su valor inicial,
aproximadamente igual a 8. Con este proposito se usa una solucién de acido clorhidrico
HCI 1 N.
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6. Filtracion del extracto

La segunda filtracion tiene el objetivo de separar los sedimentos e impurezas mecanicas

que se generaron en el proceso de carbonatacion.

7. Intercambio ionico

La segunda purificacion consiste en hacer pasar el extracto por una resina de
intercambio ionico. Esta etapa persigue la eliminacion de cationes y aniones disueltos
en la solucion que no se eliminaron en la etapa de carbonatacion. Las soluciones
obtenidas se hicieron pasar sucesivamente por columnas de intercambio cationico y
anionico, y se midié el volumen del extracto purificado. La masa de la torta himeda (de
la primera purificacion) se filtro, pes6 y seco durante 8 h a 70 °C; posteriormente se

peso la torta seca.

8. Determinacion de Ia concentracion de inulina por HPLC

La determinacion de la concentracion de inulina se realiz6 mediante HPLC con el
empleo de un cromatografo marca Alliance, modelo 2 659, provisto de un detector de
indice de refraccion 2 414 y una columna de determinacion de carbohidratos SHODEX
KS-806. Se fij6 en 40 °C la temperatura del detector y en 80 °C la temperatura de la
columna; se establecié un flujo de la fase movil de 1,2 mL/min. Una vez que se
equilibré todo el sistema durante 2 h aproximadamente, se cuantifico el contenido de

inulina de cada una de las muestras; se realizaron y promediaron tres réplicas.

Resultados y discusion

El valor de la humedad del ajo, determinado mediante la ecuacion 1, fue de
70, 943 3 %. Los datos experimentales obtenidos del proceso de extraccion se muestran
en las tablas 1-3 para los tres niveles de temperatura y para una masa fija de ajo de 200

g en todos los casos.

TABLA 1. EXTRACCION DE INULINA A 303 K

No. Volumen - de Extracto E, mL | Residuo R, ¢ Masa de torta
agua, mL seca M, ¢

1 800,0 766,0 205,5 32,20

2 600,0 569,2 205,7 35,30

3 400,0 373,7 1949 37,80
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TABLA 2. EXTRACCION DE INULINA A 328 K

No. Volumen de | Extraxto E, | Residuo R, | Masa de torta
agua, mL mL g seca My, g

1 800,0 746,0 168,0 18,8

2 600,0 570,0 175,2 21,7

3 400,0 352,0 181,6 27,1

TABLA 3. EXTRACCION DE INULINA A 353 K

No. Volumen de | Extracto E, Residuo R, g Masa de torta seca
agua, mL mL Mis, 9

1 800,0 628,8 155,9 17,0

2 600,0 506,8 162,7 21,1

3 400,0 330,0 172,0 25,3

Los resultados del proceso de purificacion a diferentes temperaturas 303 K, 328 K 'y

353 K se muestran en las tablas 4-6, respectivamente.

TABLA 4. DATOS EXPERIMENTALES DE LA PURIFICACION
DEL EXTRACTO A303 K

Torta humeda Extracto purificado E,,
No. Torta seca mys, g
Mih, § mL
1 13,4 1,02 1110
2 1913 1,47 905,0
3 1813 1,36 624,0

TABLA 5. DATOS EXPERIMENTALES DE LA PURIFICACION
DEL EXTRACTO A328 K

Torta humeda Extracto purificado
No. Torta seca My, ¢
Mih1, Ep, mL
1 21,30 1,62 1082,9
2 19,42 2,04 892,50
3 12,80 2,19 618,45
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TABLA 6. DATOS EXPERIMENTALES DE LA PURIFICACION
DEL EXTRACTO A 353K

No. Masa de torta | Masa de torta seca | Extracto purificado
himeda mgs, g Mis1, Ep,, mL

1 22,04 1,92 985,0

2 20,32 2,60 879,0

3 117,20 2,74 636,8

Los resultados de concentracion de inulina obtenidos por HPLC a diferentes
temperaturas 303 K, 328 Ky 353 K se muestran en la tabla 7.

TABLA 7. CONCENTRACION DE INULINA DETERMINADA

PORHPLC A303 K, 328 K'Y 353 K

303 K 328 K 353 K

Extracto inulina m Extracto inulina m Extracto | inulina
No. | purificado na/mL " | purificado /L " | purificado | m,,

E,, mL g Ep, mL 9 E,mL | mg/mL
1 1110,0 18,654 1097,8 27,819 985,00 31,110
2 905,00 21,758 892,50 30,452 879,00 33,999
3 624,00 23,998 612,45 35,770 636,70 36,040

En el proceso de extraccién de inulina mediante el proceso descrito hay determinadas
pérdidas que es necesario tomar en cuenta para determinar el contenido real de inulina
en el ajo y que no se toman en cuenta en el procedimiento industrial descrito en [30]. La
cantidad de inulina del ajo comprende la inulina en el extracto, el refinado y la retenida
en la purificacion primaria (3).

M = Mg + Mri + Mep (1=1,23)  (3)
donde
my;: masa de inulina contenida en el ajo (g)
mEi: inulina contenida en el extracto (g)
mgi: inulina contenida en el refinado (g)

Mgpi: inulina retenida en el proceso de refinacion primaria (g)

Para determinar el contenido de inulina en el ajo se necesita estimar cada uno de los

términos de la derecha de la ecuacién (3).
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Agua retenida en el refinado
El agua retenida en el refinado se expresa por la diferencia entre la masa total de

refinado y la masa de torta seca (4).
Mg =Ri-mg (i=1,2,3) 4)
donde
Mg,: agua retenida en el refinado (g)
Ri: refinado (g)
Msi: torta seca ()
El volumen de agua retenida en el refinado se estima por la relacién entre la masa de

agua retenida y la densidad del agua a la temperatura del experimento (5).

Vai=—Pl(=123) (5

Pagua

Agua retenida en Ia purificacion primaria
El agua retenida en la purificacion primaria se expresa por la diferencia entre la masa de

torta humeda y la masa de torta seca (6).
Mp,i = Mpi — Mi (1 =1, 2, 3) (6)
donde
mep i: masa de agua retenida en la purificacion primaria (g)
Mhi: masa de torta himeda (g)
Mesi: masa de torta seca ()

Calculo del volumen de agua retenida en la purificacion primaria (7)

Mpa,i

mp; = G=123) (7)

agua
Calculo de la masa de inulina en el extracto purificado (8)

_Epi(Cp)

m;‘EPi = W{L = 1,2,3] [B:]

donde

MLEp; : masa de inulina en el extracto purificado ()

E'ri: volumen de extracto purificado (mL)
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Cri: concentracion promedio de inulina en el extracto medida por HPLC (mg/mL de

extracto)
Calculo de la masa de inulina en el extracto determinada por HPLC (9)
mei = EpiCii (i = 1, 2, 3) 9)
donde
meg;: masa de inulina en el extracto (mg)
Epi: volumen de extracto purificado (mL)
C,i: concentracion de inulina determinada por HPLC (mg/mL de extracto purificado)

Célculo del volumen de inulina en el extracto purificado (10)

MEp;

VI‘EPE' = m{i = 1,2,3] [:1':':]

donde

V1.E: : volumen de inulina en el extracto purificado (mL)

g
. - 0,490 + 0,40 — i
Pr: densidad de la inulina ( mlL) (dato tomado de las especificaciones

técnicas de la inulina)

Célculo del volumen de agua en el extracto purificado (11)
Vaepi = Epi — Vigpi( = 1,2,3) (11)

donde

Vaepi: volumen de agua en el extracto purificado (mL)

Epi: volumen de extracto purificado (mL)
Viepi: volumen de inulina en el extracto purificado (mL)

Calculo de la relacién inulina/agua, g/g (12)

Mg, = EpiCri( = 1,2,3) (12)

Célculo de la relacion agua/inulina (13)

m;}g ,
=—"F (i=1273) (13)

E
é VaE pPa
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En aras de la simplificacion, los célculos para estimar cada uno de los términos de la

ecuacion (12) se omiten, y los resultados obtenidos se resumen en la tabla 8.

TABLA 8. CONTENIDO DE INULINA A DIFERENTES
TEMPERATURAS Y RELACIONES AGUA/AJO

R p 303 K 328 K 353 K
Zo0
' | Masa de Masa de Masa de
0, 0, 0,

mL/g inulina, g & inulina, g & inulina, g &
4,00 21,1 12,4 | 29,9 17,4 | 30,6 18,0
3,00 19,7 11,7 27,1 16,3 | 29,9 17,9
2,00 14,9 9,63 [219 14,1 | 22,9 14,6

La extraccion de inulina con agua caliente es un proceso noble y efectivo en el que la
temperatura, el tiempo de extraccion y la relacion agua/materia prima son las variables
independientes que influyen en el proceso de extraccion. EI maximo contenido de
inulina se obtiene a la mayor relacion volumen de agua/200 g de ajo (igual a 4) y a la
temperatura mas alta de 353 K: 30,6 g, lo que representa un 18 %. Sin embargo, a la
temperatura de 328 K y a la misma relacion agua/ajo se obtienen resultados muy
cercanos a la temperatura de 353 K. Esto sugiere que la extraccion podria efectuarse a
una temperatura inferior a 353 K, lo que en un proceso industrial tiene significacion por
el ahorro de energia. Asimismo, entre las dos temperaturas referidas debera existir una
temperatura 6ptima de extraccion. Seria conveniente obtener un modelo empirico para

optimizar el proceso de extraccion en funcion de las variables especificadas.

Conclusiones

El procedimiento presentado [30] desarrollado para procesos industriales, ha sido
estandarizado para la facil y confiable determinacion del contenido de inulina
extraida de especies vegetales con agua caliente mediante el empleo de HPLC. En él
se presentan las etapas y ecuaciones que permiten calcular las cantidades de inulina
retenidas en las distintas etapas del proceso, lo que aporta gran exactitud,
confiabilidad y reproducibilidad a escala de laboratorio, usando un equipo de HPLC
comun, provisto de una columna de determinacion de carbohidratos. Dicho
procedimiento podria perfeccionarse mediante la construccion de las curvas de

refinado en un diagrama triangular, que represente diferentes proporciones de la
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mezcla ternaria: inulina, agua e inerte, lo que permitira verificar la correcta

extraccion y determinacion.
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