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RESUMEN

Se presenta una metodologia experimental a nivel labo-
ratorio para optimizar la extraccion de capsaicinoides
directamente del fruto de capsicum. La herramienta expe-
rimental y el tipo de pruebas realizadas permiten su esca-
lamiento a nivel piloto, ademas de que muestran en orden
de magnitud el impacto de las variables sobre la recu-
peracion de capsaicinoides. Se utilizé una técnica por
cromatografia de liquidos para determinar la cantidad
de capsaicinoides extraidos en las diferentes pruebas
realizadas. Posteriormente, para la mezcla solvente-cap-
saicinoides definida como éptima en la etapa de extrac-
cion del fruto de chile, se determinan condiciones de
purificacién a nivel piloto mediante una columna de pla-
tos oscilantes tipo Karr basados en el trabajo desarro-
llado por Tapia y col. (1993). El proceso de purificacion
permitié eliminar el 40 % de las impurezas presentes, a
un bajo costo respecto a los métodos utilizados actual-
mente.

Palabras clave: Aislamiento de Capsaicinoides. Columna
Karr. Purificacién de Oleorresina.

SUMMARY

An experimental methodology is presented at laborato-
ry level to optimize the capsaicinoids extraction directly
from the capsicum fruit. The experimental tool and tests
performed allow their scaling at pilot level, besides that
they show in order of magnitude the impact of the vari-
ables on the capsaicinoids recovery. A technique based
on liquid chromatography was used to determine the

capsaicinoids content extracted in the different tests per-
formed. For the mixture solvent-capsaicinoids identified
as the optimum in the extraction stage, purification con-
ditions at pilot level were obtained using a Karr-recipro-
cating extraction column based on the previous work
developed by Tapia et al. (1993). The purification process
allows eliminate the 40 % of the impurities presented, at
very low cost respect to the available methods.

Key words: Capsaicinoids isolation, Karr column,
Oleorresin purification.

RESUM

Es presenta una metodologia experimental a nivell labo-
ratori per optimitzar I’extraccié de capsaicinoids direc-
tament del fruit de Capsicum. Les eines experimentals i
el tipus de proves realitzades permeten escalar-ho a nivell
de planta pilot, i a més mostren I'ordre de magnitud del
impacte de les variables sobre la recuperacié de cap-
saicinoids. S’ha emprat una técnica de cromatografia de
liquids per determinar la quantitat de capsaicinoids extrets
en les diferents proves realitzades. Posteriorment es
determinen, per a la mescla solvent-capsaicinoids defi-
nida com optima en 'etapa d’extraccié del fruit de Xile,
les condicions de purificacié a nivell de planta pilot mit-
jancant una columna de plats oscil-lants tipus Karr basats
en el treball desenvolupat per Tapia i col. (1993). El pro-
cés de purificacio permeté eliminar el 40% de les impu-
reses presents a un baix cost respecte als métodes uti-
litzats actualment.

Mots clau: Aillament de Capsaicinoids. Columna Karr.
Purificacio d’Oleoreina.
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INTRODUCCION

En 1846 por primera vez se cristalizé y nombré capsaici-
na al compuesto responsable del sabor picante de los fru-
tos de chile o capsicum. Pero fue hasta 1923 cuando se
determiné su férmula quimica como acido 8-metil-6 nona-
noico de vainillilamina. Nombre segun la IUPAC 8-metil-N-
vainillil-6-nonenamida. Gracias al desarrollo de técnicas
analiticas, como la cromatografia de liquidos de alta reso-
lucién, se ha podido descubrir que ademas de la capsai-
cina, en los frutos existen otros compuestos analogos con
sabor picante, los cuales en conjunto son denominados
capsaicinoides (Rodriguez, M. 1989). Se reconocen cinco
capsaicinoides como los de mayor actividad bioldgica:
capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homo-
dihidrocapsaicina y la norcapsaicina. De los anteriores el
que predomina en los frutos es la capsaicina (aproxima-
damente un 90 % del total de capsaicinoides). En la Figura 1
se muestra la estructura quimica de los diferentes cap-
saicinoides.

Existen tres técnicas para la obtencién de capsaicinoides:
- A través de extracciones directamente de la planta.

- Sintesis organica, frecuentemente muy sofisticada.

- Cultivo de células vegetales.

Los capsaicinoides son comercializados como un extrac-
to impuro denominado «oleorresina», muy utilizado en la
industria alimentaria y farmacéutica. En la industria ali-
mentaria son usados como condimentos alimenticios que
provocan una mayor aceptacion del producto y ademas
por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Jones
y col. 1997; Dorantes y col. 2000). Para la industria farma-
céutica representan un mercado potencial, por los efec-
tos que han mostrado tener como anestésico local y en
tratamientos reumaticos (Long, A.C., Medeiros, D.M. 2001).
El factor limitante para el comercio de la oleorresina del
capsicum, es su alto contenido de aceites provenientes
de las semillas, que provocan con el tiempo enrrancia-
miento en el extracto y una pérdida de capsaicinoides.
Como consecuencia de lo anterior se ha intentado su puri-
ficacion mediante técnicas cromatograficas, sin embargo,
el hacerlo provoca una disminucién en el rendimiento del
proceso y que los costos de produccion se eleven. La ole-
orresina es comercializada en solucién de aceite o agua
con porcentajes de capsaicinoides entre el 1y 40 %
(Fuentes: Asian Herbex y Hebei Tianxu 2007). Debido a la
baja solubilidad de los capsaicinoides en agua, para la pre-
paracion de soluciones acuosas se adicionan pequehas
cantidades de solventes organicos y emulsificantes. Por
otra parte, la produccién de los capsaicinoides por sinte-
sis quimica es un proceso costoso e involucra un gran
numero de pasos, obteniendo en el producto final una mez-
cla de isbmeros con propiedades cuya actividad es dife-
rente a las de los capsaicinoides. Finalmente mediante téc-
nicas de cultivo de células vegetales, no ha sido posible
obtener rendimientos de produccién de capsaicinoides
que permitan considerar este proceso
como econémicamente viable para su
implementacion a nivel industrial.

La obtencién de los capsaicinoides en
forma cristalina a partir de la extraccién
directa del fruto de capsicum implica un
gran numero de pasos que ademas de
ser poco eficientes son muy costosos, R
la mayoria de los procedimientos defini-
dos contienen una etapa inicial de aisla-
miento mediante la practica de una serie
de extracciones con un solvente soluble
en agua sobre una determinada canti-
dad de chile preparado. La preparacion
del chile consiste en su molienda y seca-
do por medio de congelaciéon durante

Ramificacion Insaturada

varios dias, removiendo los cristales de agua por filtracion,
posteriormente se efectua el aislamiento de los capsaici-
noides en forma de oleorresina impura mediante varias
extracciones con un solvente, se realiza una etapa de puri-
ficacion de la oleorresina, a través de la eliminacién de
impurezas mediante precipitacion utilizando sales de bario
en una serie de etapas extractivas (Nelson, E. K. 1910),
finalmente se implementa una etapa de cristalizacién para
la presentacion final del producto. En la bibliografia se ha
observado que las metodologias utilizadas para la imple-
mentacion de cada una de las etapas de separacion des-
critas son muy variadas, la primer etapa es la que presen-
ta una mayor similitud para todos los procedimientos
encontrados, a pesar de ello, el nimero y condiciones para
las extracciones no es el mismo en cada técnica encon-
trada. Algunos autores hacen énfasis en que si la etapa de
aislamiento de la separacion no se produce de una mane-
ra eficiente los resultados finales no seran satisfactorios
(Susuki, T., lwai, K. 1984). En el aislamiento de los capsai-
cinoides se aprovecha la caracteristica de la alta solubili-
dad de los mismos en solventes organicos, por lo que se
establece la extraccién liquido-liquido como una opera-
cién unitaria potencialmente factible.

En este trabajo se realizé un estudio sobre la primera eta-
pa del proceso de obtencion de capsaicinoides directa-
mente del fruto de capsicum, con el propésito de carac-
terizar, robustecer y definir las bases para el escalamiento
a nivel piloto de las condiciones 6ptimas obtenidas. Para
la optimizacion de las condiciones se determiné en orden
de magnitud, el impacto de las principales variables de
esta etapa de separacion sobre la extraccion de los cap-
saicinoides del fruto de capsicum. Posteriormente para
purificar las mezclas solvente-capsaicinoides que se obtie-
nen en la etapa de extracciéon, mediante un proceso a nivel
piloto de menor costo respecto a los sistemas tradiciona-
les implementados actualmente, se utilizé una columna de
platos oscilantes tipo Karr, basados en los resultados obte-
nidos por Tapia y col. en 1993. El trabajo tomado como
referencia presenta las variables y condiciones 6ptimas de
proceso para el aislamiento de capsaicinoides de un medio
de cultivo de células de capsicum utilizando una columna
de extraccion de este tipo, implementando una estrategia
experimental similar a la que se utilizé en el presente tra-
bajo para la extraccién directa del fruto de capsicum.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion directa del fruto de capsicum

Inicialmente se realiza la preparacion del fruto del chile
mediante su molienda, la cual, se realizé con una licuado-
ra, posteriormente se removié la humedad a través de con-
gelamiento durante 2 o 3 dias. Las variedades de chile que
se utilizaron en las pruebas son serrano y manzano (pro-

H Nombre

Nordihidrocapsaicina |

Nordihidrocapsaicina Il

Nombre
M Dihidrocapsaicina
\/\/\/T\/ Capsaicina

\/\/\/\C Homocapsaicina |
\/\W Homocapsaicina Il
X

Figura 1. Estructura quimica de los diferentes capsaicinoides.

\/\/\/\|_/i Homodihidrocapsaicina |
\/\/\/-K/l Homodihidrocapsaicina Il
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ductos tipicos de la regiéon central de México). Para reali-
zar las pruebas se definio utilizar acetona como solvente
de extraccion, se pesa una cantidad del chile molido y
seco, se coloca en un recipiente con la cantidad de ace-
tona correspondiente a cada prueba, la mezcla se coloca
en un bafo maria y se mantiene a una determinada tem-
peratura, se agita por un tiempo establecido inicialmente
por medio de un agitador de hélice controlando su veloci-
dad, posteriormente se filtra en un embudo buchner y si
es necesario se realiza otra extraccion sobre la muestra
de chile utilizando la misma acetona o se realizan el nime-
ro de extracciones que se tengan planeadas para cada
prueba siguiendo el procedimiento descrito anteriormen-
te. Se toma una muestra de acetona de 50 ml, la cual se
evapora en un rotavapor para finalmente cuantificar la con-
centracion de capsaicinoides extraidos, utilizando croma-
tografia de liquidos (HPLC). En la Figura 2 se muestra la
secuencia de las pruebas.

Molienda de fruto del chile

Congelar el fruto del chile

Mezclar una determinada cantidad
de chile con acetona

Mantener la mezcla chile-acetona
a temperatura controlada

Mantener la mezcla chile-acetona
en agitacion controlada

I p—)| Filtrar la mezcla a vacio

Cuantificaciéon por HPLC

La valoracién de las extracciones realizadas sobre los fru-
tos de capsicum a través de acetona, se realiza por cro-
matrografia de liquidos de alta eficiencia (Atttuquayefio, V.
K. 1987, Heresch, F. 1979). La muestra de 50 ml que se
toma al final de cada prueba de extraccion se evapora en
un rotavapor a vacio, los residuos de la evaporacién se
disuelven en metanol grado cromatografia, las muestras
se pasan por un cartucho C18 SEP-PAK, lo anterior se
debe a que los residuos son grasosos y por consiguiente
antes de introducir la muestra al cromatégrafo se requie-
re de un tratamiento preliminar, esto con el fin de evitar
dafos a la columna cromatografica que se utiliza para la
valoracion. La coloracién de los residuos varia de acuer-
do a la variedad de chile que se esté utilizando. La mues-
tra tratada se valora por HPLC. Un Cromatograma tipico
de las muestras se presenta en la Figura 3.

Repetir la operacion de extraccion
de capsaicinoides del fruto, el nimero
de ocasiones que se especifique
en el experimento realizado.

Tomar una muestra de acetona
y cuantificar la concentracion
de capsaicinoides mediante
HPLC.

Figura 2. Procedimiento para la extraccién de capsaicinoides del fruto de capsicum.

MILIVOLTS

Capsaicinoides

TIEMPOImInY!

Figura 3. Cromatograma tipico de las muestras de extracto de acetona.
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Caracteristicas del equipo y condiciones de operacion
utilizadas:

Equipo: HPLC Cecil Instruments CE-2010, Columna
Econosphere C-18 (4,6 x 150 mm).
Detector de luz ultravioleta Cecil Instruments
CE-2212 a 280 nm conectado a una interface
inteligente PE Nelson 950.
Fase movil. Metanol/agua (70/30) v/v, con
AgNO:; para formar una solucién 0.05 M.
Flujo de fase mévil 0,65 ml/min.
Presion 2200 psi. Sensibilidad 0.10 AUFS

Purificacion de las mezclas acetona-capsaicinoides

Para la purificacion de la oleorresina se realizaron pruebas
a nivel laboratorio utilizando un cilindro de separacion tipo
MIXXOR (Cole-Palmer), con el objeto de determinar condi-
ciones de proceso que puedan ser escalables de manera
robusta a nivel piloto. Se analizé un sistema agua-acetona-
cloroformo. Debido a la miscibilidad entre la acetona y el
cloroformo, se realizaron pruebas con diferentes propor-
ciones de los componentes de la mezcla para evitar pro-
blemas de emulsificacién. Una vez identificadas las porcio-
nes necesarias para tener mezclas que permitan realizar una
separacién de extraccion liquido-liquido, se efectian eva-
luaciones a nivel piloto en una columna oscilante tipo Karr,
utilizando como alimentacién agua mezclada con el extrac-
to de acetona obtenido de las pruebas de extraccion direc-
ta del fruto de chile y como solvente cloroformo. En las eva-
luaciones se mantienen las proporciones definidas en las
pruebas realizadas a nivel vidrio en el MIXXOR y se aplican
como referencia las condiciones de operacién definidas por
Tapia y col. 1993, para el aislamiento de capsaicinoides.
Estos autores determinaron las condiciones de 6ptimas de
operacion para el aislamiento de capsaicinoides de un medio
de cultivo de células de capsicum en una columna oscilan-
te tipo Karr, analizando mediante un disefio de experimen-
tos las siguientes variables de proceso: velocidad de osci-
lacion, flujo de alimentacién, flujo de solvente, amplitud de
la oscilacion, altura efectiva de la columna y concentracién
de capsaicinoides en la alimentacion. Dentro de las princi-
pales conclusiones determinaron como variables de impac-
to a la velocidad de oscilacion, altura efectiva de la colum-
nay la relacién de flujos alimentacion-solvente.

Columna de extraccion de platos oscilantes tipo Karr

La parte principal de la columna es tubo de vidrio borosi-
licato, altura total 5 m y diametro interno de 2,54 cm. Dentro
de la columna hay platos perforados de acero inoxidable,
montados sobre un eje central el cual puede ser oscilado
por medio de un mecanismo localizado en la parte supe-
rior de la columna. En la Figura 4 se presenta la columna
de extraccion y el principal equipo auxiliar. La amplitud de
la oscilacion puede variarse de 0 a 2 cm, mediante el ajus-
te en la longitud de un brazo manivela, la velocidad de osci-
lacién puede ser variada de 0 a 400 ciclos/min. El amplio
rango de ciclos y amplitud, proporcionan un grado de liber-
tad adicional no presente en otros tipos de columnas de
extraccion, asegurando de esta forma los niveles de agi-
tacioén requeridos para todas las aplicaciones.

En la etapa a nivel piloto se realizaron pruebas hidraulicas
para determinar el punto de inundacién de la columna
mediante el ajuste de la agitacion y se efectuaron dos prue-
bas variando la relaciéon agua-extracto de acetona, para
evaluar en la oleorresina el nivel de purificacion alcanza-
do respecto a la extraccion de impurezas de la alimenta-
cion hacia la fase organica o solvente, las condiciones de
operacion restantes fueron mantenidas a los valores 6pti-
mos determinados por Tapia y col. 1993. Este tipo de pro-
cesos es otra de las aplicaciones importantes de la extrac-
cién liquido-liquido (Valcarcel, M., Silva, M. 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables analizadas durante las pruebas realizadas
directamente sobre el fruto de capsicum, fueron las siguien-
tes: variedad de chile (Ch), cantidad de acetona en It (CA),
velocidad de agitacion en rpm (V), tiempo de extraccion
en hr (Ag), temperatura en °C (Te), cantidad de chile en gr
(Ca) y el nimero de extracciones practicadas (N).

Se aplicé un disefio experimental del tipo ortogonal para
identificar el efecto lineal de las variables (Taguchi, G. 1982).
Los niveles de experimentacion analizados se muestran
en la Tabla 1.

TABLA |

Niveles experimentales para cada variable analizada.

Variables analizadas Nivel 1 | Nivel 2
(Ch) variedad del fruto de chile Manzano| Serrano
(CA) cantidad de acetona en litros 1 1,5
(V) frecuencia del agitador en rpm 60 150
(Ag) tiempo de extraccion en hr. 1 2
(Te) Temperatura en °C 26 40
(Ca) cantidad de chile en gr 100 200
(N) nimero de extracciones 1 2

Alimentacion

]

Figura 4. Columna de extraccion de platos oscilantes tipo
Karr.

Los resultados de las pruebas del diseno de experimen-
tos se presentan en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del andlisis esta-
distico de las pruebas (ANOVA).

En orden de magnitud, las variables que afectan a la recu-
peracion de capsaicinoides del fruto de chile son la can-
tidad de chile, cantidad de acetona, nimero de extrac-
ciones y temperatura de extraccion. La Figura 5 muestra
la dependencia de la concentracion de capsaicinoides
extraidos, respecto al nUmero de extracciones y la canti-
dad de acetona, lo cual esta representado por los lados A
y B del poligono ABDF respectivamente. Las distancias
perpendiculares de los extremos de los lados Ay B, a la
superficie que indica la concentracion promedio de todas
las pruebas, representa el impacto de la variable sobre
este parametro.

310

AFINIDAD LXV, 536, Julio-Agosto 2008



TABLAII
Resultados de las pruebas experimentales realizadas en el disefio ortogonal L.

Prueba/Factor Te N Ch Ag \'} Ca CA Error | Error | error | Error f::l;?:)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 268
2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 59
3 1 1 2 2 2 1 1 1 2 2 2 58
4 1 2 1 2 2 1 2 2 1 1 2 480
5 1 2 2 1 2 2 1 2 1 2 1 58
6 1 2 2 2 1 2 2 1 2 1 1 239
7 2 1 2 2 1 1 2 2 1 2 1 516
8 2 1 2 1 2 2 2 1 1 1 2 102
9 2 1 1 2 2 2 1 2 2 1 1 58

10 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 2 464

1 2 2 1 2 1 2 1 1 1 2 2 84

12 2 2 1 1 2 1 2 1 2 2 1 555

TABLA I
Resultados andlisis estadistico.
Variable Impacto en orden de magnitud rt::-sp_ecto_ §I error cuadrado promedio
(prueba distribucion F)
Cantidad de chile Treinta veces
Cantidad de acetona Diez veces
Numero de extracciones Siete veces

Temperatura Cuatro veces

.. A=CwvsN
B=CvsCA
D = C vs N.CA nivel alto
“F = C vs N,CA nivel bajo

‘Il Concentracién promedio
de las prucbas

Figura 5. Dependencia de la concentracién de capsaicinoides, respecto al Nimero de extracciones y Cantidad de Acetona.
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TABLA IV

Parametros de las pruebas realizadas en la columna oscilante tipo Karr.

Parametro Prueba 1 Prueba 2
Presion Atmosférica Atmosférica
Temperatura 25°C 25°C
Altura efectiva de la columna 366 cm 366 cm
Espaciamiento entre platos 5cm 5cm
Area libre por plato 0,55 0,55
Flujo volumétrico de la alimentacién 26 It/hr 26 It/hr
Flujo volumétrico de solvente (cloroformo) 13 It/hr 13 It/hr
Concentracion de extracto de acetona 9 % base peso 7 % base peso
Frecuencia de agitacion 80 ciclos/min 30 ciclos/min
Porcentaje de inundacién Inundacion de columna 80 %
Amplitud del desplazamiento 2,1 cm 2,1 cm

Fijando las variables criticas de la recuperacion a sus nive-
les 6ptimos, se obtuvo un resultado promedio en la con-
centracion de capsaicinoides de 560 ppm, equivalente a
una concentracién de 10 mg/gr de chile seco. Los resul-
tados estimados por la técnica de analisis respecto a lo
obtenido en las pruebas de reproducibilidad de las condi-
ciones optimas, mostraron una desviacién de 32,4 ppm,
lo que representa un error del 5,5 %. El error es atribuible
a la técnica analitica utilizada, asi como a las caracteristi-
cas propias del sistema problema.

Para la purificacién de la oleorresina se determiné condi-
ciones de operacion factibles en la columna de extraccion,
para mezclas entre 5-10 % de extracto de acetona en agua.
El punto de inundacién se alcanzé a niveles de agitacion
entre 20-80 ciclos/min para relaciones solvente/alimenta-
cion entre 0,45y 0,55. En la Tabla 4 se presentan los para-
metros de las pruebas realizadas a nivel piloto, para eva-
luar en la oleorresina el nivel de purificacién alcanzado
respecto a la extraccidén de impurezas de la alimentacién
hacia la fase organica. En la prueba uno se alcanza un nivel
de inundacién después de 5 minutos de operacién conti-
nua. Al alcanzarse el punto de inundacién se observa la
formacion de una emulsion en la fase continua. En la prue-
ba dos se determiné una extraccion de impurezas del 40 %.
La evaluacion de la concentracion se realizé por HPLC. Al
evaporar a vacio una muestra de extracto de la prueba 2,
se encontr6 una ligera coloracion y una capa de grasa, lo
cual indica la presencia de colorantes y grasas en esta
corriente. Los analisis de las muestras de extracto por
HPLC no muestran la presencia de capsaicinoides, lo cual
indica la no perdida de capsaicinoides al realizar el pro-
ceso de purificacion. Lo anterior es explicado por la reduc-
cion en la constante de distribucién de los capsaicinoides
en un sistema acuoso-cloroformo, al definir las propor-
ciones de la mezcla agua-extracto de acetona-clorofor-
mo. En esta prueba se determiné una fraccion volumétri-
ca acumulada de fase dispersa (holdup) de 0,32, este valor
elevado implica que la prueba esta en inundacién o muy
cerca, lo cual es un valor recomendado para este para-
metro en este tipo de equipos.

CONCLUSIONES

1. Para la extraccion de capsaicinoides directamente del
fruto de chile con acetona, se debe trabajar a una tem-

peratura de 40 °C, extraer con una cantidad de acetona de
1,5 It, haciendo dos extracciones de una hora cada una,
agitar a una velocidad entre 60 y 150 rpm en un recipien-
te de 20 cm de diametro con un agitador tipo hélice de 12
cm, para una cantidad de 100 gr de chile previamente moli-
do y seco. En la técnica anterior se puede utilizar chile
manzano y serrano dando los mismos resultados, la Gni-
ca diferencia es el tiempo de molienda que involucra cada
uno. El chile manzano se muele en un menor tiempo pero
es mas costoso.

2. Los resultados anteriores sirven como base para el esca-
lamiento a nivel piloto, ya que incluyen datos de proce-
so y parametros de mezclado.

3. Se ha determinado una mezcla agua-extracto de ace-
tona-cloroformo y un proceso de extraccion piloto, que
permiten eliminar el 40 % de las impurezas presentes
en la oleorresina obtenida mediante la extraccion direc-
ta del fruto de capsicum. Para la obtencion de una ole-
orresina con caracteristicas comercializables, lo anterior
constituye un proceso econémico y de mayor produc-
tividad respecto a otros procesos, tales como sistemas
de precipitacion.

4. Para las pruebas de purificacion a nivel piloto se debe
ajustar la concentracion de extracto de acetona en agua
o reducir el nivel de agitacion, para disminuir la posibi-
lidad de arrastre de masa de la fase organica a la fase
acuosa en la columna de extraccion.

5. Se han definido las bases para disefiar una columna de
purificacién industrial (Karr 1985).

6. El proceso de purificacion elimina la posibilidad de resi-
duos de cloroformo en la oleorresina, el cual podria ser
prohibido para aplicaciones de este tipo. Tomando como
referencia los resultados de Garcia (1990), se realizara
posteriormente el estudio de un sistema utilizando ace-
tato de etilo.
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